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RESUMO

NETTO, Gabriel Gama, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2012.
Efeito da pré-incubacdo de Pseudomonas fluorescens em diferentes
temperaturas de refrigeracdo sobre a hidrélise de caseina no leite desnatado
pasteurizado microfiltrado. Orientador: Antonio Fernandes de Carvalho.
Coorientadores: Maria Cristina Dantas Vanetti, italo Tuler Perrone e Jane Sélia dos
Reis Coimbra.

Este trabalho objetivou avaliar o efeito da multiplicacdo de uma estirpe psicrotrofica
proteolitica de Pseudomonas fluorescens nas temperaturas de 4, 7 e 10 °C,
estabelecidas pela Instrucdo Normativa 62 do MAPA, nas caracteristicas fisico-
guimicas e protedlise do leite microfiltrado. Amostras leite desnatado e pasteurizado
foram inoculadas com a cepa Pseudomonas fluorescens 041 em uma concentragcao
de aproximadamente 10 UFC mL™ e incubadas nas trés temperaturas por 48 h e,
posteriormente, submetidas ao processo de microfiltracdo. O leite microfiltrado teve
a atividade proteolitica monitorada até o trigésimo dia por meio das analises de
eletroforese e da composicdo das fracbes nitrogenadas nitrogénio néo proteico
(NPN) e nitrogénio ndo caseinico (NCN). Enquanto, o monitoramento microbiolégico
e das caracteristicas fisico-quimicas foi realizado até o tempo 45 d. ApGs o tempo
de incubacéio as contagens de micro-organismos psicrotréficos atingiu 1,7 x 10°, 3,2
x 10° e 4,8 x 10° UFC mL™ nas temperaturas de 4, 7 e 10 °C, respectivamente. Apds
a microfiltracéo utilizando membrana de 0,8 um de tamanho médio de poros néo foi
detectada a presenca de micro-organismos por mL de leite, alcancando reducdes
logaritmicas de 6,9, 7,1 e 7,2 de micro-organismos mesofilos aerdbicos, 6,2, 6,1 e
6,7 para psicrotréficos e 2,9, 3,0 e 2,1 de esporos aerbbicos nos leites pré-
incubados a 4, 7 e 10 °C, respectivamente. Durante os 45 d de estocagem o leite
apresentou valores aproximadamente constantes de acidez, pH e crioscopia. O teor
das fracbes de a-S1, a-S2, B, k-caseinas mensurados no leite microfiltrado por meio
dos géis de eletroforese permaneceram constantes ao longo de 30 d de
monitoramento indicando auséncia de protedlise. As fracdes (NPN) e (NCN) no leite
microfiltrado também foram monitoradas até o trigésimo dia, ndo demonstrando
aumento linear ao longo do tempo, embora o valor de NCN da temperatura de pré-
incubacdo a 10 °C tenha apresentado valores médios superiores aos das

temperaturas de pré-incubacdo de 4 e 7 °C. Os resultados mostram que na
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temperatura de 10 °C ocorreu o inicio de protedlise durante a pré-incubacgéo, sendo
cessada apos a microfiltracdo. A possivel explicacdo da auséncia de protedlise ao
longo do tempo de estocagem do leite microfiltrado é porque nas concentracdes
atingidas da cepa psicrotrofica apdés o tempo de pré-incubacdo ndo tenham sido
suficientes para producdo de enzimas extracelulares em niveis que pudessem
proteolisar o leite microfiltrado. Com isso, a proteodlise durante a pré-incubacao a 10
°C foi atribuida a enzimas proteoliticas ligadas a célula bacteriana e teriam sido
removidas durante a microfiltragdo junto com a bactéria por serem enzimas de

membrana.



ABSTRACT

NETTO, Gabriel Gama, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February de 2012.
Effect of pre-incubation of Pseudomonas fluorescens at different cooled
temperatures in proteolysis of the caseins of pasteurized skimmed
microfiltered milk. Adviser. Antdnio Fernandes de Carvalho. Co-advisers: Maria
Cristina Dantas Vanetti, italo Tuler Perrone and Jane Sélia dos Reis Coimbra.

This study evaluated the effect of the growth of a proteolytic psychrotrophic strain of
Pseudomonas fluorescens at temperatures of 4, 7 and 10 °C on the physico-
chemical characteristics and proteolysis of microfiltered milk. Skim milk was
pasteurized and inoculated with the strain Pseudomonas fluorescens 041 at a
concentration of approximately 10* mL CFU™ and incubated at three temperatures
for 48 h and, subsequently subjected to the microfiltration process. The proteolytic
activity of the microfiltered milk was monitored until the thirtieth day of analysis by
means of electrophoresis and by the analysis of the composition of the non-protein
nitrogen (NPN) and not casein nitrogen (NCN). Monitoring of the microbiological and
physico-chemical characteristics was conducted until the time of 45 d. After the
incubation time counts of psychrotrophic microorganisms reached 1,7 x 10° 3,2 x
10° and 4,8 x 10° CFU mL™ at the temperatures 4, 7 and 10 °C, respectively. After
microfiltration using a membrane with pore size 0.8 um in average, no presence of
microorganisms per mL of milk could be detected, the logarithmic reductions were
6,9, 7,1 and 7,2 of aerobic mesophilic microorganisms, 6,2, 6,1 and 6,7 of
psychrotrophic microorganisms and 2,9, 3,0 and 2,1 of aerobic spores in the milk
pre-incubated at 4, 7 and 10 ° C, respectively. During the 45 d of storage the milk
showed approximately constant values of acidity, pH and freezing point. The content
of the fractions of a-S1, a- S2, B and k-casein in microfiltered milk measured by gel
electrophoresis remained constant over 30 d of monitoring indicating the absence of
proteolysis. Fractions (NPN) and (NCN) in microfiltered milk were also monitored
until the thirtieth day, not showing a linear increase over time, although the value of
NCN at a pre-incubation temperature of 10 °C has provided higher values than those
of pre-incubation temperatures of 4 and 7 °C. The results show that the useof a
temperature of 10 °C caused proteolysis during pre-incubation which is stopped after

microfiltration. A possible explanation for the lack of proteolysis during the storage
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time of the microfiltered milk is that concentrations of the psychrotrophic strain
achieved after the time of pre-incubation were not sufficient for the production of
extracellular enzymes at levels at which they could hydrolyze microfiltered milk.
Thus, the proteolysis during pre-incubation at 10°C was attributed to proteolytic
enzymes which are linked to the bacterial cell and these would have been removed

during the microfiltration together with the bacteria.
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1. INTRODUCAO

O leite € um fluido complexo secretado pelas fémeas de mamiferos que tem o
propésito de satisfazer os requerimentos nutricionais dos recém-nascidos. Dessa
forma, consiste na Unica fonte de energia (provida por lipideos, proteinas e lactose),
aminoacidos, acidos graxos essenciais, vitaminas, elementos inorganicos e agua
para 0s neonatos.

Do ponto de vista fisico-quimico leite € uma secrecdo de pH proximo a
neutralidade (6,5 a 6,7), constituido de emulsédo de gorduras em agua, estabilizadas
por uma dispersdo coloidal de proteinas, em uma solugdo de sais, vitaminas,
peptideos, lactose, oligossacarideos. Possui também enzimas, anticorpos,
horménios, pigmentos como carotenos, xantofilas, riboflavina, células (epiteliais,
leucdcitos, bactérias e leveduras) e gases dissolvidos como CO,, O, e Na.

Devido a sua riqueza e diversidade de nutrientes, valor de pH proximo a
neutralidade, o leite € um alimento completo e altamente suscetivel a contaminacao
e desenvolvimento de micro-organismos. Com isso, se faz necessario durante todas
as etapas da cadeia produtiva a introducdo de mecanismos que minimizem sua
contaminagdo e reduzam as taxas de desenvolvimento dessa microbiota
contaminante. Em nivel de producdo primaria, as Boas Préaticas Agropecuérias
devem adotadas e também iniciar a cadeia do frio que se estende as etapas
subsequentes de transporte, industrializacdo e comercializacao.

O procedimento de estocagem do leite cru na fonte de producdo, sob
refrigeracdo, possui, como vantagens, a reducdo simultdnea dos custos
operacionais de producdo e a reducdo da perda da matéria-prima pela atividade
acidificante das bactérias mesofilicas. Entretanto, deve-se considerar que a
conservacdao do leite cru em temperaturas de refrigeracédo, na propriedade rural por
até 48 h acrescido do tempo na indUstria antes da pasteurizac¢édo, pode resultar em
perda de qualidade dos produtos lacteos associados a multiplicacdo e a atividade
enzimatica de bactérias psicrotroficas. Esse grupo de bactérias apresenta a
capacidade de se multiplicar na temperatura de refrigeracao do leite.

A fracéo proteica representa aproximadamente 3,4 % (m/m) no leite de vaca,
podendo ser divida em trés grupos principais: caseinas, proteinas do soro e
nitrogénio ndo proteico. As caseinas representam 80 % em média dessa fracao

sendo um sistema proteico-alimentar constituido de diferentes fracdes de caseinas.



As proteases de micro-organismos psicrotréficos degradam as diferentes fracdes da
micela de caseina, principalmente a K-caseina.

A protedlise microbiana contribui com a degradacdo do leite e tem
consequéncia também sobre a vida de prateleira de seus derivados. A
desestabilizacdo da dispersao coloidal do leite de consumo esta relacionada com a
presenca de micro-organismos psicrotréficos na matéria-prima e tem sido relatado
como um problema de ordem mundial.

As enzimas proteoliticas da microbiota psicrotréfica, em sua maioria, sao
resistentes aos tratamentos térmicos aplicados no processamento de leite e
derivados. A atividade residual dessas enzimas gera problemas de ordem
tecnolégica como perda de estabilidade térmica do leite, coagulacdo doce em leite
UHT, perda de rendimento na fabricagdo de queijos além da ma qualidade dos
produtos lacteos. Tais problemas sdo ainda mais agravantes no Brasil, pois ainda
hoje, em muitas propriedades a matéria-prima é de baixa qualidade. Por isso
estudos com micro-organismos psicrotréficos e suas enzimas podem gerar

contribuigbes para a cadeia produtiva do leite.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Granelizagao do leite no Brasil

A década de 90 no Brasil representou um momento historico para a produgao
de leite, pois teve inicio a modernizacdo dessa atividade econémica primaria, com
seus reflexos nos ganhos de produtividade, no inicio de um processo de
competitividade com produtos importados e na ampliacdo substancial da qualidade
dos produtos oferecidos aos consumidores. A partir das primeiras regulamentagdes
técnicas elaboradas para uniformizacdo de produtos que circulavam no Mercado
Comum do Sul (MERCOSUL) tornou-se evidente o inicio e a necessidade da
modernizacdo da cadeia produtiva do leite. Nesse contexto, em 1992, foi fixado
padrdes de identidade e qualidade de produtos lacteos de maior interesse comercial
(OLIVEIRA et al. 2000).

Em 1996, foi criado o “Programa Nacional de Melhoria de Qualidade do Leite”
— PNQL por iniciativa do Ministério da Agricultura, da Embrapa — Centro Nacional de

Pesquisa de Gado de Leite e de diversos representantes da comunidade cientifica
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(OLIVEIRA et al., 2000). A justificativa econdmica para a execugdo do PNQL foi
demonstrada em diagnosticos previamente realizados de perdas econémicas
consideraveis na cadeia produtiva do leite pela condenacdo deste em decorréncia
da acidez elevada, ocorréncia de mastite no rebanho ou outras zoonoses, perdas de
produtividade do rebanho, perdas no transporte, na transformacao da matéria-prima,
na produtividade industrial e perdas de qualidade do produto acabado em razdo da
ma qualidade da matéria-prima. A consequéncia do diagnéstico feito no PNQL foi o
aperfeicoamento da legislagédo federal, datada de 1952, provendo-a dos meios
capazes de alavancar, juntamente com outras iniciativas dos setores publico e
privado, o desenvolvimento e a modernizacdo do setor laticinista nacional.

A partir do diagnostico para tentativa de melhoria da qualidade da cadeia
leiteira criou-se a Resolucdo Normativa N° 51 do Ministério da Agricultura Pecuaria
e Abastecimento em 2002, alterada pela Instru¢do Normativa N° 62 (BRASIL, 2011).
Essa resolucdo descreveu procedimentos de estocagem, coleta, transporte de leite
cru e também criou diferentes categorias de leites em funcdo de sua qualidade e
manejo. O sistema de coleta passou a ser a granel, os tanques de refrigeragcéo por
expansdo direta deveriam ser dimensionados de forma tal que permitam a
refrigeracdo do leite a temperatura igual ou inferior a 4 °C, no periodo maximo de 3
h apds o término da ordenha, independentemente de sua capacidade. Os tanques
de refrigeracdo por imersdo deveriam ser dimensionados de modo que permitam a
refrigeracdo do leite & temperatura igual ou inferior a 7 °C, também no periodo
méaximo de 3 h, apds o término da ordenha, independentemente de sua capacidade
(BRASIL, 2011).

A Instrucdo Normativa do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 2011) estabelece ainda que no tempo transcorrido entre a ordenha e o
recebimento do leite no estabelecimento comercial, que ira beneficia-lo, deve ser, de
no maximo 48 h, independente de seu tipo; recomendando como ideal um periodo
nao superior a 24 h. Posteriormente, o leite é coletado e transportado em caminhdes
providos de tanques isotérmicos até a industria (BRASIL, 2011). Entretanto, alguns
aspectos do processo de granelizagdo sao preocupantes, como utilizagdo de
tanques de refrigeracéo coletivos, o tempo de refrigeracdo e a temperatura maxima
de refrigeracdo do leite na propriedade rural.

O procedimento de estocagem do leite cru na fonte de producgéo, sob

refrigeracdo, possui, como vantagens, a redugdo simultdnea dos custos
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operacionais de producdo e a reducdo da perda da matéria-prima pela atividade
acidificante das bactérias mesofilicas (PINTO, 2004). Entretanto, deve-se considerar
gue a conservacao do leite cru em temperaturas de refrigeracdo, por periodos
prolongados, pode resultar em perda de qualidade dos produtos lacteos associados
a multiplicacéo e a atividade enzimatica de bactérias psicrotroficas.

2.2 Micro-organismos psicrotroficos no leite

Os micro-organismos que normalmente contaminam o leite multiplicam numa
ampla faixa de temperatura. Em funcdo da faixa de temperatura e da temperatura
otima de multiplicacdo, os micro-organismos podem ser divididos em psicrofilos,
mesofilos e termdfilos. Micro-organismos psicréfilos sdo aqueles que tém
temperatura de multiplicacdo entre 0 °C e 20 °C, com um 6timo menor que 15 °C
(MORITA, 1975). Os mesofilos constituem o grupo que inclui a maioria dos micro-
organismos acidificantes no leite, e podem ser caracterizados por se multiplicarem
entre temperaturas de 20 °C e 45 °C, com a temperatura 6tima de multiplicacao
entre 30 °C e 40 °C (JAY et al., 2005). As bactérias termdfilas sdo definidas como
aguelas que apresentam temperatura 6tima de multiplicacéo entre 45 °C e 65 °C, e
para algumas espécies consideradas como termdéfilos extremos as temperaturas de
multiplicacdo podem atingir 90 °C e o minimo em torno de 35 °C (ICMSF, 1994).

O termo psicrotroficos foi introduzido em 1960 e definido em 1976 pela FIL
(Federacédo Internacional de Laticinios) como micro-organismos que tém a
capacidade de formar colénias a 7 °C ou menos, durante um periodo de 7 a 10 d,
sem considerar sua temperatura 6tima de multiplicacdo (WEHR e FRANK, 2004).

Os micro-organismos psicrotroficos estdo amplamente distribuidos na
natureza e sua principal fonte de contaminacdo no leite € a agua sendo outras
fontes o solo, poeira, vegetacao e fezes (SHAH, 1994). Além disso, a contaminacao
antes e pos-processamento do leite e produtos lacteos estd comumente associada a
limpeza deficiente de superficies em contato com alimentos e de equipamentos
(SCHRODER et al., 2009; CHEN et al. 2011).

A contagem de micro-organismos psicrotroficos no leite cru esta relacionada
com as condi¢des higiénicas de producdo em combinacdo com tempo/temperatura
gue o leite permanece estocado até o momento do processamento (COUSIN, 1982).
Em condicdes higiénico-sanitarias adequadas de obtenc&o do leite, a microbiota
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psicrotrofica representa menos que 10% da microbiota total inicial, comparada a
mais de 75% sob condicbes nao sanitarias (NIELSEN, 2002). A estocagem
prolongada e temperaturas de refrigeracéo oscilatérias potencializam a multiplicacao
de psicrotroficos no leite cru (MURPHY e BOOR, 2000).

A maioria da microbiota psicrotréfica de relevancia na industria de laticinios
inclui espécies de bactérias gram-negativas dos géneros Pseudomonas, Hafnia,
Achromobacter, Aeromonas, Serratia, Alcaligenes, Chromobacterium e
Flavobacterium e bactérias gram-positivas dos géneros Bacillus, Clostridium,
Corynebacterium, Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus e
Microbacterium spp. (COUSIN, 1982; WALKER, 1988; RYSER, 1999; PINTO,
2004).

PINTO (2004) identificou 136 espécies de bactérias de 153 isoladas de leite
cru refrigerado originério de tanques de resfriamento individuais, coletivos e silos de
estocagem de industrias produtoras de leite UHT. Nesse estudo, observou-se
atividade proteolitica nas temperaturas de 6,5, 21 e 35 °C nos trés grupos de
psicrotroficos, separados em gram-positivos, gram-negativos fermentadoras de
glicose e gram-negativos nao fermentadores de glicose, sendo 0 género
Pseudomonas pertencente ao ultimo grupo. As bactérias pertencentes a esse
género sdo consideradas os agentes mais importantes na deterioracdo do leite a
baixas temperaturas. Dentre as bactérias psicrotréficas contaminantes,
Pseudomonas constitui o0 género encontrado com maior frequéncia no leite e em
derivados mantidos sob refrigeracdo (ADAMS et al, 1976; COUSIN, 1982;
ENEROTH et al., 1998; URAZ e CITAK, 1998; WIEDMANN et al., 2000; PINTO,
2004; MARTINS et al., 2006a; ARCURI et al. 2008; CHEN et al. 2011).

2.3 Mecanismos de adaptacéo ao frio

Segundo Russell (1990) a capacidade dos micro-organismos de se
multiplicarem a baixas temperaturas depende de mudancas adaptativas em suas
proteinas e lipideos celulares. As adaptacbes podem ser genotipicas e ou
fenotipicas. As adaptacGes genotipicas ocorrem em uma larga escala de tempo
regidas pela selecdo natural também conhecida como sele¢cdo Darwiniana. As
adaptacdes fenotipicas dentro de uma escala de tempo que abrange o tempo de

vida do micro-organismo e pode ser em minutos, horas ou dias em resposta a



estimulos. As adaptacGes genotipicas sao resultado de modifica¢cdes evolutivas no
genoma desses organismos, traduzidos principalmente em sistemas enzimaticos
capazes de apresentar atividade catalitica a baixas temperaturas.

Jones et al. (1987) realizaram uma pesquisa com uma estirpe de E. coli
variando bruscamente a temperatura de 37 °C para 10 °C, e observaram que a
multiplicacdo foi interrompida por varias horas até que retomasse uma taxa de
multiplicacdo. Durante a multiplicacdo a baixa temperatura a sintese proteica era
nao somente mais lenta como também, algumas proteinas sintetizadas a 10 °C nao
eram sintetizas a 37 °C. Varias dessas proteinas chamadas de proteinas do choque
frio (Csps) ja foram identificadas e demonstravam ter um papel importante no
processo de transcricdo e traducdo (Russel et al. 1990).

As Csps parecem estar envolvidas com a iniciagdo da sintese proteica na
adaptacdo dos ribossomos a baixas temperaturas em psicrofilos e psicrotroficos
(Russel, 1990). Krajewska e Szer (1967) mostraram que um extrato contendo
ribossomos obtido de uma estirpe psicrofila de Pseudomonas teve uma taxa de erro
de codificagdo muito baixa quando comparada com extrato ribossomicos de
sistemas obtidos de mesofilicos e termofilicos incubados em temperaturas préximas
a 0 °C. Nesse experimento os extratos foram colocados em presenca de E. coli e
incubados a 0 °C, e E. coli também foi utilizada como controle, ndo sendo
isoladamente capaz de se multiplicar, enquanto somente o conjunto extrato da
Pseudomonas + E.coli foram ativos (KRAJEWSKA e SZER, 1967).

Outro fator relacionado a adaptacdo dos micro-organismos ao frio € a
manutencdo da funcionalidade da membrana celular a baixas temperaturas.
Dependendo da estirpe, a fluidez da membrana a baixas temperaturas pode ser
alcancada por diferentes mecanismos adaptativos, tais como aumento na razdo de
acidos graxos insaturados e/ou de cis duplas ligacdes, encurtamento da cadeia do
acido graxo e, em alguns casos raros, insercdo de grupos metil como ramificacao
(HEBERT R., 1986; RUSSELL et al., 1990; RUSSEL e FUKUNAGA, 1990).

Em contraste a quantidade de relatos sobre proteinas relacionadas a
adaptacado ao frio, muitos dados estdo descritos na literatura sobre lipideos de
membrana (CHAN et. al., 1971; BHAKOO e HERBERT, 1979; RUSSELL, 1989;
1990; RUSSEL e FUKUNAGA, 1990) porque esses componentes sao faceis de

serem mensurados e a composicao lipidica € um dos fatores que mais afetam as



propriedades das membranas tal como fluidez, relacionada a temperatura de
solidificacdo desses lipideos (RUSSELL, 1990).

Quando se faz estudos comparativos da composi¢cdo de acidos graxos de
psicrofilos, mesdfilos e termoéfilos é importante que 0s micro-organismos sejam
intimamente relacionados (pelo menos do mesmo género), para eliminar o quanto
possivel variagdes de ordem genética. Adotando esse critério, Chan et al. (1971)
comparou a composicdo de &cidos graxos de duas espécies termofilicas de
Clostridium com uma mesofilica e outra pisicrofila. A propor¢cdo de acidos graxos
insaturados aumentou na seguinte ordem: termaofilos (média, 10%), mesofilos (37%),
psicrofilos (52%). Os psicrofilos tiveram ainda maior proporcao de acidos graxos de
cadeia curta (CHAN et al., 1971).

Bhakoo e Herbert (1979) estudaram o efeito da temperatura na composicao
de &cidos graxos de quatro espécies psicrotroficas de Vibrio (BHAKOO e
HERBERT, 1979) e também de cinco espécies psicrotréficas de Pseudomonas
(BHAKOO e HERBERT, 1980). Em duas espécies de Vibrio houve aumento da
proporcdo de acidos graxos insaturados quando incubadas a baixa temperatura,
enquanto uma demonstrou decréscimo no tamanho da cadeia de 4cidos graxos e a
outra ndo teve sua com posicao lipidica alterada. Ja no estudo com as espécies de
Pseudomonas, nenhuma delas teve sua composicdo de acidos graxos alterada
guando a temperatura de incubacéao foi reduzida de 20 °C para 0 °C (BHAKOO e
HERBERT, 1980). Ndo foram constatadas mudancas na saturacao dos lipideos das
estirpes das Pseudomonas quando a temperatura foi reduzida, porque essa espécie
contém entre 59 e 72% de lipideos insaturados, lhes conferindo maior versatilidade

gue muitos outros micro-organismos (JAY et al., 2005).

2.4 Estabilidade térmica de enzimas

O problema relacionado a multiplicacdo de micro-organismos psicrotréficos
no leite e em produtos lacteos é o poder deteriorador devido a producédo de enzimas
proteoliticas, lipoliticas e fosfolipases estaveis a alta temperatura (DRIESSEN, 1979;
SORHAUH e STEPANIAK, 1997). Pseudomonas sp., principais representantes das
deteriorantes em alimentos refrigerados séo inativadas pelos tratamentos térmicos
utilizados rotineiramente na indulstria, mas suas enzimas termoestaveis apresentam
atividade mesmo ap0s tratamento UHT (SORHAUH e STEPANIAK, 1997; CHEN et
al., 2003).



Dois diferentes de tipos de enzimas termoestaveis podem ser distinguidas
(MCKELLAR, 1989; STEPANIAK e S@RHAUH, 1995; VIEILLE e ZEIKUS, 1996;
SORHAUH e STEPANIAK, 1997):

(1) Proteinases, lipases e fosfolipases (de origem de psicrotroficas,
principalmente Pseudomonas), sdo estaveis a altas temperaturas e
resistem a tratamentos de pasteurizacdo e esterilizacdo UHT, mas néo
sdo ativas acima de 50 a 60 °C. Essas enzimas apresentam uma
temperatura étima entre 30 °C a 45 °C, tendo baixa energia de ativagdo o
que lhes confere maior atividade préximo de 4 °C a 7 °C do que enzimas
de micro-organismos mesofilos (SIRHAUH e STEPANIAK, 1997).

(2) Enzimas de bactérias termofilicas, sdo estaveis numa faixa 60 a 80 °C ou
mais, demonstrando alta atividade catalitica nessa faixa de temperatura.

Muitas proteases oriundas de Pseudomonas sdo metaloenzimas contendo
um atomo de zinco e até oito atomos de calcio por molécula (MCKELLAR, 1989;
SORHAUH e STEPANIAK, 1991). Essas proteases séo ativas sobre as diferentes
fracbes de caseina e apresentam baixa atividade sobre as proteinas do soro
(MCKELLAR, 1989; SORHAUH e STEPANIAK, 1991).

O Calcio estimula a secrecdo de proteases e lipases de algumas
Pseudomonas e a presenca desse ion € necessaria para a estabilidade térmica de
muitas proteases (MCKELLAR, 1989; SORHAUH e STEPANIAK, 1991; 1995).

A microbiota psicrotréfica do leite é um fator importante para assegurar a
qualidade de alguns produtos lacteos. Entretanto, resultados da literatura mostram
gue a contaminacdo do leite por bactérias psicrotréficas proteoliticas € frequente e
de dificil controle. Estudos recentes (TOPCU et al., 2006; MARCHAND et al., 2008;
2009) demonstraram que as enzimas proteoliticas de bactérias psicrotroficas
apresentaram alta atividade residual apés o tratamento térmico. Problemas
relacionados a gelatinizacéo e aparecimento de sabor amargo em leite UHT devido

essa atividade residual sédo frequentes (TOPCU et al., 2006).

2.5 Micro-organismos psicrotroficos e produtos lacteos

A deterioracdo do leite cru refrigerado ocorre principalmente em virtude da
atividade de proteases e lipases. Enzimas proteoliticas produzidas por psicrotréficos
agem sobre a k-caseina o que resulta na desestabilizacdo da micela de caseina e

gelatinizacdo do leite (RECIO et al., 2000). A lipdlise ocorre devido a enzimas
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naturais do leite e de origem microbiana. Essas enzimas sdo capazes de hidrolisar
triglicerideos, a principal gordura constituinte do leite, liberando acidos graxos de
cadeia curta como butirico, caproico, caprilico e céprico, principais responsaveis por
off-flavors no leite e rancificagdo em queijos (CHEN et al., 2003). Mesmo em
concentracdes baixas, as proteases degradam as proteinas e as lipases degradam
os lipideos, causando defeitos em produtos de vida de prateleira longa, incluindo
leite UHT e leite em pod, onde as enzimas sao preservadas, podendo ser reativadas
apos reconstituicdo (CELESTINO et al., 1997). A protedlise do leite bovino pode
também ser atribuida a atividade de proteases naturais do leite. A ocorréncia de
protedlise pela atividade de proteases termoestaveis € relacionada principalmente
com a atividade da plasmina, uma serina protease e seu precursor inativo,
plasminogénio (HUMBERT et. al., 1983; BASTIAN e BROWN, 1996).

Na industria de queijos, um dos problemas enfrentados pelos produtores é a
perda de rendimento em decorréncia da atividade de proteases bacterianas sobre a
caseina (CARDOSO, 2006). COUSIN (1982) constatou aumento consideravel de
nitrogénio total no soro de leite inoculado com psicrotréficos, sugerindo que a
atividade metabodlica dessas bactérias pode afetar o rendimento de queijos.
CARDOSO (2006) confirmou a perda de rendimento durante a fabricacdo de queijo
Minas Frescal com leite cru refrigerado inoculado de psicrotréficos mantido estocado
em diferentes periodos de tempo.

Proteases termoestaveis produzidas por bactérias  psicrotroficas
contaminantes do leite cru sdo capazes de causar gelatinizacdo em leite UHT.
(DATTA e DEETH, 2001). Law et al. (1977) investigaram a geleificacao de leite UHT
por estirpes de Pseudomonas fluorescens isolada de leite cru e concluiu que o
tempo levado para a formacéo de gel € dependente da extensdo da multiplicacédo da
bactéria antes do tratamento térmico.

2.6 Caseinas

A atuacdo de proteases produzidas por micro-organismos psicrotroficos sobre
as caseinas tem como consequéncias a protedlise e modifica as caracteristicas
fisico-quimicas e vida de prateleira do leite. As caseinas, um grupo de proteinas
especificas do leite, representam aproximadamente 80% do total de proteinas do

leite de vaca e de outras espécies utilizadas comercialmente. Devido a sua



importancia comercial, as caseinas tém sido estudadas extensivamente (FOX e
MCSWEENEY, 2003).

Mellander (1939) realizou estudos com a caseina isoelétrica e utilizando
centrifugacdo analitica e eletroforese, obteve trés diferentes fragbes, sendo o
primeiro a nomear os termos a, B e y (em ordem crescente de mobilidade
eletroforética). WAUGH e VON HIPPEL (1956) utilizaram CaCl, para separar a
caseina em fracdo insolivel e soluvel. A primeira fracdo representou,
aproximadamente, 85 % do total da caseina, contendo as e B-caseina, enquanto a
fracao soluvel continha uma desconhecida proteina, que os autores chamaram de k-
caseina. A partir deste ponto de vista, a k-caseina torna-se um importante
componente na estabilidade e propriedades da micela de caseina. A as-caseina é a
mistura de duas proteinas, as;-caseina e aspx-caseina (ANNAN e MANSON, 1969).

Segundo Fox e Mcsweeney (2003), as quatro principais caseinas do leite sdo
Os1, Os2, B € K, e representam respectivamente 37, 10, 35 e 15 % do total de
caseinas. Essas caseinas estdo presentes no leite como uma associacdo de
moléculas altamente hidratadas, denominadas micelas de caseinas, que constituem
de 94 % de proteinas (caseinas) e 6 % de constituintes de baixa massa molar.
Esses dultimos sdo normalmente referidos como fosfato de calcio coloidal.
Constituem principalmente de calcio, fosfato, pequena quantidade de magnésio e
citrato, além de tracos de outros elementos (GAUCHERON, 2004).

Por meio de microscopia eletrbnica constata-se que as micelas de caseinas
sdo geralmente esféricas com didmetro variando de 50 a 500 OOm (média de 150
Om) e massa variando de 10° a 3 x 10° Da (média 10° Da). S&0 encontradas numa
proporcdo de 10 a 10'® micelas/mL de leite. Pequenas micelas estdo presentes
em grande quantidade, porém representam porcdo relevante da massa (FOX,
2003).

Além da grande importancia na provisdo de aminoacidos, célcio e fosforo a
nutricdo do jovem mamifero (MACMAHON e OOMMEN 2007), a organizacao
estrutural das micelas de caseinas € importante para determinacdo das
propriedades fisicas do leite. Consequentemente, a estabilidade da micela de
caseina ou ainda sua desestabilizacdo controlada, como no caso de queijos e leites

fermentados, € uma questao critica para inddstria de laticinios.
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2.7 Tecnologias de membranas

2.7.1 Historico

A idéia do uso de membranas como ferramenta em processos de separagao
€ provavelmente do século XVIII quando, em 1748, Abbé Nolet usou pela primeira
vez a palavra osmose para descrever permeacao de agua utilizando um diafragma
de bexiga de porco (BAKER, 2004). As primeiras membranas desenvolvidas com
propdsitos de separacao e tendo como critério de classificagdo tamanho de poros
foram de nitrocelulose e sua comercializacéao foi no inicio do século XX. Tentativas
mal sucedidas de purificar agua do mar utilizando essas membranas foram
relatadas durante a segunda guerra mundial na Europa e nos Estados Unidos
(POULIOT, 2008).

As crescentes preocupacdes sobre o abastecimento de agua potavel no sul
da Califérnia estimulou o estabelecimento de programas de pesquisas em
dessalinizacdo de &gua na Universidade da Califérnia em Los-Angeles (UCLA),
onde a primeira membrana de osmose reversa (RO) que apresentou fluxos
razoaveis de permeacdo e agua com qualidade potavel foi desenvolvido no inicio da
década de 60 (POULIOT, 2008).

A industria de laticinios tem sido fortemente beneficiada pelos
desenvolvimentos tecnologicos na area de pesquisas com separagdo por
membranas que envolvem um grande numero de operac¢des unitarias como
remocao de agua, separacao solido-liquido ou liquido-liquido (POULIOT, 2008).

O numero de aplica¢cdes bem sucedidas de membranas desenvolvidas para o
processamento de leite e produtos lacteos desde 1970 sdo importantes e cada vez
maiores. O desenvolvimento destas novas aplicacdes foi muitas vezes um resultado
direto da evolucéo da ciéncia que estuda as membranas. Em varios casos, algumas
guestdes-chave tecnoldgicas precisavam ser resolvidas antes que as membranas

pudessem ser aplicadas no processamento de produtos lacteos.

2.7.2 Processos de separacdo por membranas (PSM)

Os processos de separacdo por membranas que sao utilizados na industria
de laticinios sdo quatro: microfiltracdo (MF), ultrafiltracdo (UF), nanofiltracdo (NF) e
osmose reversa (RO). Segundo Carvalho e Maubois (2010) esses quatro processos

podem ser definidos como:
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Microfiltragdo (MF): processo que utiliza gradiente de pressdo como forga
motriz para separacao utilizando membranas porosas com diametro de tamanho
médio de poros acima de 0,1 um permitindo a retencdo de todas as particulas de
leite (células somaticas, glébulos de gordura, bactérias e micelas de caseina).

Ultrafiltragdo (UF): processo que utiliza gradiente de pressdo como forga
motriz para separacao utilizando membranas porosas com diametro de tamanho
meédio de poros na faixa de 0,001 a 0,1 um, mas para esse processo o tamanho de
corte € preferencialmente expresso pela massa molecularda macromolécula retida
em kDa. UF permite a permeacéo de lactose, sais minerais sollveis e agua.

Nanofiltracdo (NF): processo que utiliza gradiente de pressdo como forca
motriz para separacédo utilizando membranas carregadas com diametro de tamanho
médio de poros em 0,001 micrometros (1 nandmetro). NF retém lactose e todos o0s
outros componentes maiores do leite, mas permite a permeacdo de ions
monovalentes solaveéis e agua.

Osmose Reversa (RO): processo que utiliza gradiente de pressdo como
forca motriz para separagdo em membrana por difuséo, utilizando membranas ndo
porosas. RO é um processo de concentracdo que permite a permeacdo de agua
apenas.

O esquema dos solutos que ficam retidos pelas membranas nos diferentes

processos estdo representados na Figura 1.

Figura 1 — Solutos retidos pelas diferentes membranas (adaptado GOMES, 2009)
2.7.3 Objetivo de processos de separacdo por membrana (PSM)

Os processos de separagao por membranas (PSM) sédo operacbes que

utilizam membranas no fracionamento de misturas, solucbes e suspensdes
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abrangendo espécies de tamanho e natureza quimica diferentes. Estes processos
sdo usados para efetuar grande variedade de separacdes, sendo definidos como
barreiras seletivas ao transporte de massa de certos componentes de uma amostra
(BALDASSO, 2008). O objetivo principal de qualquer PSM € a separacdo, a
concentracédo e/ou a purificacdo de algum componente presente em solucdo. Isto
pode ser alcancado devido a capacidade seletiva da membrana de transportar um
determinado componente da fase de alimentacdo mais prontamente que qualquer
outro componente presente. Isso ocorre devido as diferencas existentes entre as
propriedades fisicas e/ou quimicas da membrana e dos componentes que permeiam
(MULDER, 1996; citado por BALDASSO, 2008).

Diferentemente do processo convencional de filtracdo, em que a filtracdo é
perpendicular a superficie filtrante as tecnologias de membranas utilizam filtracao
tangencial. A filtragdo tangencial torna possivel o funcionamento dos equipamentos
por tempo suficiente e com fluxos de permeacédo que viabilizem o processo
(CORREIA et al., 2011). A representacdo esquematica da filtracdo tangencial pode

ser visualizada na Figura 2.

Figura 2 — Esquema filtracdo tangencial (Adaptado de GOMES, 2009)

2.7.4 Microfiltracdo (MF)

Microfiltracdo (MF) como todos 0s outros processos de separagcdo por
membrana € uma técnica que permite a concentracdo diferencial no liquido retido
pela membrana, chamado retentado, dos componentes com um tamanho maior do
gue a o diametro médio dos poros da membrana. O liquido que atravessa a
membrana é chamado de permeado ou microfiltrado. O permeado apresenta as
mesmas concentracbes que o liquido de entrada, dos componentes com um
tamanho menor que o diametro médio dos poros da membrana (SABOYA e
MAUBOIS 2000).
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Tabela 1. Diametro médio das particulas do leite (adaptado de Pierre et

al. 1998)

Componente Tamanho (um)
Micelas de caseina 0,300-0,032
Bactérias 15,000 - 0,200
Globulos gordura 6,000 - 0,200
Células somaticas 15,000 - 6,000

O didmetro médio dos poros de membranas de microfiltragdo pode variar de
10 um a 0,1 pm, o que significa que a microfiltracdo pode ser utilizada para
separacdes especificas de particulas em suspenséo (SABOYA e MAUBOIS, 2000).

O leite contém particulas cuja distribuicdo de tamanho (Tabela 1) é
relativamente bem definida por faixa de tamanho. Por ordem decrescente de
tamanho as células somaticas (15 — 6 um), glébulos de gordura (15 — 0,2 pum),
bactérias (6 — 0,2 um) e micelas de caseinas (0,3 -0,03 um) (PIERRE et al. 1998).

O avanco em MF na industria de laticinios veio nos anos 80 com o
desenvolvimento das novas membranas ceramicas compreendendo uma geometria
multi-canal e suporte altamente permeavel (GILLOT e GARCERA, 1986), e a
criacao do industrialmente conceito hidraulico revolucionario proposto por Sandblom
(SANDBLOM, 1974): a baixa pressao transmembrana uniforme (UTP). O conceito
UTP supera a maioria dos problemas de fouling (incrustamento) na membrana de
MF, resultando em maiores velocidades do fluxo tangencial necesséario para a
obtencéo de alta taxa de permeacéao e seletividade.

A filtracdo tangencial utilizada na MF emergiu como uma tecnologia de
separacdo industrial na indastria de laticinios com pelo menos trés aplicacdes
principais:(i) remoc&o de bactérias (TROUVE et al. , 1991; MALMBERG e HOLM,
1998), (ii) desnate de soro (PIERRE et al., 1994), e (iii) enriquecimento em caseina
micelar para fabricacdo de queijos (FAUQUANT et al. 1988), mas atualmente outras
aplicacbes tém sido utilizadas como: remocéo de células somaticas do leite cru,
microfiltracdo de salmouras, fracionamento de proteinas do leite e producdo de
gueijos com olhaduras (CARVALHO e MAUBOIS, 2010).

O maior interesse em aplicacdo da MF na industria de laticinios € a remocao
de micro-organismos em leite desnatado com o objetivo de obtencdo de um produto
mais proximo ao in natura, sem bactérias, o qual € transformado em leites fluidos,
gueijos ou produtos com maior vida de prateleira tais como pés ou derivados de
proteinas (SABOYA e MAUBOIS, 2000).
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O leite coletado pelos laticinios contém uma microbiota autdctone com
diferentes espécies que ilustram as contaminacgdes pelo Ubere, agua, equipamento
de ordenha, atmosfera local, tanque de expansdo e o transporte. Levando-se em
consideracdo todas essas fontes de contaminacdo o leite coletado sempre
apresentara algum nivel de contaminacdo, uma vez que a criacdo de animais para
producdo de leite ndo ocorre em ambiente completamente asséptico (SABOYA E
MAUBOIS, 2000). Sempre ha o risco de contaminacdo do leite por bactérias
patogénicas aos seres humanos tais como Listeria, Brucella, Mycobacterium ou
Salmonella.

A remocédo do risco potencial da microbiota contaminante do leite, tem sido
por mais de 50 anos pela aplicacdo de tratamento térmicos tais como a
pasteurizagdo HTST (alta temperatura por curto tempo) ou esterilizagdo UHT. O
tratamento térmico efetivamente inativa a maioria da microbiota contaminante, mas
as células mortas permanecem no leite com seu potencial enzimatico ativo e
também a atividade metabdlica de bactérias termoduricas causa alteracées no leite
fluido durante a estocagem, reduzindo a vida de prateleira (CARVALHO e
MAUBOIS, 2010).

A microfiltracdo oferece uma alternativa interessante ao tratamento térmico.
O estudo realizado utilizando filtracdo por membranas por Madec et al. (1992)
mostrou que para bactérias patogénicas potencialmente encontradas em leite como
Listeria monocytogenes, Brucella abortus, Salmonella Typhimurium e Micobacterium
turbeculosis foi conseguido redugbes decimais de 34, 40, 35 e 3,7,
respectivamente. Esses resultados irdo assegurar que o leite desnatado
microfiltrado a 1,4 um conterd menos de 1 UFC mL™ dessas bactérias nos niveis de
contaminagcao frequentemente encontrados nas fazendas descritos na literatura
(CARVALHO e MAUBOIS, 2010).

A forma esporulada de bactérias, principal forma de resisténcia ao tratamento
térmico de pasteurizacdo também é retida pela membrana de microfiltracdo por
causa de seu grande volume celular (TROUVE et al., 1991) e reducgdes decimais
maiores que 4,5 foram observadas. Uma reducéo logaritmica de 6,5, 5,4 e 4,1 de
mesofilos aerdbicos, coliformes totais e Clostridium sp. foi obtido na fabricacdo de
gueijos com olhadura a partir de leite microfiltrado (DIAS, 2011).

A utilizagao de microfiltragdo com membranas de menor diametro de poros

(0,8 um) foi proposta por Lindquist (1998) e estudado na Suécia, Franca (AFSSA,
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2002) e Canada. Com essa nova membrana foi observada uma reducdo decimal
maior que 12 de esporos Clostridium botulinum o que garante a esterilidade
comercial do produto (CARVALHO e MAUBOIS, 2010).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da pré-incubacdo com P. fluorescens no leite nas
temperaturas de refrigeracdo 4, 7 e 10 °C, estabelecidas pela legislacdo, sobre a

vida de prateleira do leite microfiltrado.
3.2. Objetivos especificos

v" Monitorar o efeito da multiplicacdo de quatro isolados de bactérias
psicrotréficas proteoliticas em LDR 12%;

v' Avaliar o efeito da pré-incubacdo da P. fluorescens 041 nas caracteristicas
fisico-quimicas do leite microfiltrado;

v" Monitorar a atividade proteolitica no leite ao longo do tempo de estocagem;

v Verificar qual fragdo da micela de caseina é preferencialmente degradada

pelas proteases produzidas por bactérias psicrotroficas.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultivo e condicfes de cultivo

As bactérias utilizadas neste estudo foram as bactérias psicrotroficas
proteoliticas 04A, 06D e 11A, isoladas no Laboratério de Ciéncia e Tecnologia de
Leite e Derivados a partir de leite cru, ainda n&o identificadas e P. fluorescens 07A e
041 isoladas por Pinto (2004), reconhecidamente proteoliticas, gentilmente cedidas
pelo Laboratorio de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Microbiologia
da UFV.

As culturas foram mantidas congeladas a —80 °C em caldo Luria-Bertani (LB),
adicionado de 20% glicerol como agente crioprotetor, sendo ativadas quando
necessario, duas vezes em caldo LB a 21 °C por 24 e 12 h, respectivamente. Este

meio foi utilizado para o cultivo e manutencao das células durante o experimento.
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4.2 Delineamento experimental

As andlises microbiolégicas e fisico-quimicas foram conduzidas no
Laboratério de Ciéncia e Tecnologia de Leite e Derivados no Departamento de
Tecnologia de Alimentos da UFV, enquanto a etapa de preparo e microfiltracdo do
leite nas dependéncias do Laticinios Escola.

Para estudo preliminar da atividade proteolitica das diferentes bactérias
proteoliticas em Leite Desnatado Reconstituido (LDR) 12% de sdlidos totais (m/v)
foram utilizadas as bactérias P. fluorescens 07A e as codificadas por 04A, 06D e
11A. O efeito do crescimento destas bactérias em LDR 12% foi avaliado nas
temperaturas de 4, 7 e 10 °C. O procedimento foi realizado em duplicata.

Na segunda etapa do trabalho, foi avaliado o efeito da multiplicagcdo da
estirpe P. fluorecens 041 durante 48 h em leite desnatado pasteurizado mantido nas
temperaturas de 4, 7 e 10 °C. Esse procedimento foi definido como periodo de pré-
incubacdo. Os leites pré-incubados nas trés temperaturas foram microfiltrados e
mantidos refrigerados a 7 °C por até 45 d. Esse procedimento foi realizado em trés
repeticbes. Durante os 45 d o leite foi monitorado em suas caracteristicas
microbioldgicas e fisico-quimicas. A estirpe de P. flurorescens 041 foi escolhida para
segunda esta etapa do projeto por ser mais proteolitica que as utilizadas nos testes
preliminares O fluxograma desta etapa do projeto esta representado na Figura 3.

Em cada repeticdo foram coletados 200 litros de leite cru em latdes plasticos
de 50 litros, previamente esterilizados. O leite utilizado no projeto foi coletado no
estabulo do Departamento de Zootecnia da UFV imediatamente apos a ordenha. O
leite foi transportado para o Laticinios Escola e centrifugado e armazenado
novamente em trés latdes de aco inox estéreis, de capacidade 50 litros. O leite foi
imediatamente submetido ao tratamento de pasteurizacdo 63 °C por 30 minutos,
com trocador de calor indireto, submergindo os latdes em tanques de aco inoxidavel
camisa dupla com entrada para vapor. Apds a pasteurizacdo o leite foi refrigerado
até 10 °C por circulacdo de agua gelada. Nos trés latbes de leite pasteurizado
resfriados foram inoculados a P. fluorescens 041 na concentracdo de
aproximadamente 10* unidades formadora de colénias por mililitro (UFC mL™). Os
latbes contendo leite pasteurizado contendo a estirpe 041 de P. fluorescens foram
entdo incubados refrigerados em estufas tipo BOD (EL 101/3-E ELETRO lab®,

Brasil) a 4, 7 e 10 °C por um periodo de 48 h, quando o leite foi microfiltrado.
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Figura 3 — Fluxograma de producao de leite desnatado pasteurizado microfiltrado pré-
incubado com P. fluorescens 041

Apds a microfiltracdo as amostras de leite foram envasadas
manualmente em garrafinhas de polietileno de baixa densidade e estocadas
refrigeradas a 7 °C por 45 d. Durante a etapa de microfiltracdo a qualidade do
ar foi avaliada para estimar a possibilidade de contaminacdo durante o

envase.

4.3 Avaliacao preliminar da atividade proteolitica
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As bactérias foram ativadas em caldo LB, a 21 °C por 24 h, em seguida foram
inoculadas mediante método de micro-gotas (2 pL) descrito em Silva et al. (2007),
em placas de Petri contendo agar leite (meio para contagem padrdo em placas
adicionado de 10% de LDR 10%) e incubadas por 24 h a 21 °C e também por 7 d a
7 °C. A atividade proteolitica foi evidenciada pela formacdo de halo translicido ao
redor da colénia (WASSIF et al., 1995).

4.4 Analises microbiolégicas

4.4.1 Contagens das bactérias psicrotroficas em LDR 12%

A multiplicacdo dos isolados 04A, 06D, P. fluorescens 07A e 011A em LDR
12%, nas diferentes temperaturas, foi monitorada durante 17 d. Para isto foram
realizadas diluicbes decimais e plagueamento, em meio LB, dos tratamentos
mostrados na, nos tempos 0, 3, 5, 7, 9, 11, 14, e 17 d pds-inoculagdo das culturas
em LDR, pela técnica de micro-gotas (SILVA et al., 2007).

A curva de crescimento dos micro-organismos foi feita com base nos dados
da contagem obtidos durante os 17 d de analise, utilizando o programa Microsoft
Excel 2010.

4.4.2 Contagem de mesofilos aerdbicos

Foi transferido 1 mL da amostra de leite para 9 mL de solugéo salina —
peptonada e homogeneizadas em vortex. Foram preparadas diluicbes seriadas a fim
de se obter enumeracdo entre 15 e 150 coldnias por placa, nos leites inoculados
com P. fluorescens 041 e no leite microfiltrado as diluicdes 10° e 10* foram
utilizadas. Volumes de 1,0 mL de cada diluicdo foram inoculados em placas Petrifilm
para mesofilos aerdbicos (Petrifilm™ AC, 3M Microbilogia) de acordo com Wehr e
Frank (2004). As placas foram incubadas a 32 °C + 1 °C por 48 h. Os resultados
foram obtidos pela multiplicacdo das contagens encontradas pelo inverso da diluicdo

utilizada e expressos em UFC mL™.
4.4.3 Contagem de psicrotréficos

Foi transferido 1 mL da amostra de leite para 9 mL de solucdo salina —
peptonada e homogeneizadas em vortex. Foram preparadas diluicbes seriadas a fim
de se obter enumeracao entre 25 e 250 col6nias por placa, nos leites inoculados

com P. fluorescens 041 e no leite microfiltrado as diluices 10° e 10™ foram
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utilizadas. Foi semeado 1 mL de cada diluicdo selecionada para placas de Petri
descartaveis. Adicionou-se, aproximadamente, 12 a 15 mL de agar padrdo para
contagem (PCA Himedia®, india) fundido e resfriado a 45 + 1 °C. As placas foram
incubadas invertidas a 7 + 1 °C por 10 d (WEHR E FRANK, 2004). Para o calculo o
namero de unidades formadoras de col6nias (UFC) por mL da amostra multiplicou-

se 0 numero de coldnias, em cada placa, pelo inverso da diluicdo inoculada.
4.4.4 Contagem de esporos aerébicos

A metodologia para contagem de esporos mesdfilos arerdbicos utilizada esta
descrita em Wehr e Frank (2004). Foi transferido, aproximadamente, 200 mL de
amostra de leite para garrafas shot. As garrafas contendo as amostras de leite e
uma contendo leite controle para medicdo da temperatura foram colocadas em
banho maria (MA 156/6, MARCONI, Brasil) com temperatura ajustada para 81 °C. A
temperatura foi monitorada utilizando termémetro digital (INCOTERM®). As
amostras foram mantidas a 80 °C por 12 minutos e imediatamente resfriadas em
banho de 4gua com gelo. As diluicbes seriadas foram realizadas transferindo-se 1
mL da amostra para tubos contendo 9 mL de solugdo salina-peptonada. Foram
escolhidas diluicbes em que se esperava obter enumeracédo entre 25 e 250 colbnias
por placa, nos leites inoculados com P. fluorescens 041 e no leite microfiltrado as
diluicdes 10° e 10" foram utilizadas. Foi transferido 1 mL de cada diluicio
selecionada para placas de Petri descartaveis e adicionou-se, aproximadamente, 12
a 15 mL de agar padrao para contagem (PCA) fundido e resfriado a 45 + 1 °C. As

placas foram incubadas invertidas a 32 + 1 °C por 48 h.
4.5 Contagem de células sométicas

O numero de células soméaticas foi estimado utilizando kit Somatic Test. O
detergente reagente foi diluido 1:1 em &gua destilada. O volume de 2 mL do
detergente diluido foi colocado em um tubo cilindrico graduado apoiado por um
suporte com capacidade para 10 tubos. Cada tubo contém uma tampa com
pequeno orificio. A solugdo reagente é adicionado 2 mL de leite cru a temperatura
ambiente e agitados em movimentos de 90 graus por 20 segundos com orificio do
tubo para cima. ApGs a mistura o suporte foi virado com o orificio para baixo por 10

segundos. O numero de células sométicas € estimado a partir do volume da mistura
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qgue nao foi perdido pelo orificio. O volume restante foi lido na graduacéo do tubo e

correlacionado com o numero de células somaticas na tabela que acompanha o kit.
4.6 Microfiltracdo do leite

A microfiltracdo foi realizada em equipamento construido pela empresa Tetra
Pak Processing Franca. Na primeira etapa do processo foi realizada a higienizagao
do equipamento com dois ciclos de limpeza CIP, alcalino e acido respectivamente.
O equipamento antes da microfiltracdo do leite foi submetido a testes
correlacionando vazao e pressao que atestam a adequabilidade ou n&o do sistema.
Cada latdo de leite desnatado pasteurizado inoculado com P. fluorescens 041
incubado a diferentes temperaturas foi aquecido em tanque de camisa dupla a 50 °C
e filtrado tangencialmente através de uma membrana ceramica tubular
“Membralox®” com poros de tamanho de 0,8 um; velocidade de permeacéo de 7,2
m/s; sistema com &rea total de membrana de 0,24 m? e variacdo da presséo
transmembrana até cerca de 0,5 bar. Entre a microfiltracdo do leite de cada
temperatura de pré-incubacéo foi realizado o processo de limpeza e sanitizagdo do
equipamento. O leite microfiltrado foi embalado em recipientes plasticas de 200 mL
de material polietileno de baixa densidade. Os recipientes plasticos foram

previamente mantidos em solucg&o clorada 200 mg L™ no valor de pH 6,5.
4.7 Avaliacdo da contaminacao do ar da fabrica

A qualidade do ar na fabrica durante a etapa de microfiltracdo foi avaliada
pelo método de sedimentacdo em placas descrito por Wehr e Frank (2004). Placas
de Petri estéreis/descartaveis foram preparadas vertendo-se 12-15 mL de agar
padrao para contagem (PCA) previamente fundido e resfriado a 45 + 1 °C. As placas
foram mantidas abertas por 15 minutos durante a etapa de microfiltracdo e envase
de cada tratamento. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de

colénias por semana segundo a férmula:

PR = BORECE

Particulas viaveis cm® semana! = —————— Eg. 1
= 2 Ixe (Ea. 1)

UFC: n° de colbnias na placa apés incubacao;
r: raio da placa da placa de Petri em cm;

t: tempo de sedimentagcdo em minutos;
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* minutos em uma semana.

4.8 Analises fisico-quimicas

4.8.1 Determinacédo de pH

A determinacdo do potencial hidrogeniénico foi realizada utilizando medidor

de pH (Dimed DM 20, Sao Paulo), por meio da introducdo do eletrodo na amostra.
4.8.2 Determinacédo de gordura

O teor de gordura foi determinado utilizando-se o método de Gerber descrito
por Wehr e Frank (2004). Foram transferidos 10 mL de acido sulfarico densidade
1.825 g/L para o butirdbmetro de referéncia para leite desnatado, em seguida com
auxilio de uma pipeta volumétrica 11 mL da amostra foi adicionada cuidadosamente
e por ultimo 1 mL de alcool iso-amilico densidade 811 g/L. O butirdmetro foi entdo
agitado vigorosamente e posteriormente centrifugado por cinco minutos. A leitura
do resultado foi realizada diretamente na escala do butirdbmetro e expresso em

percentual (m/v). As amostras foram analisadas em duplicata.
4.8.3 Andlise de crioscopia

O ponto de congelamento foi realizado transferindo-se 2,5 mL da amostra
para cubetas cilindricas de vidro e levadas a crioscopio modelo MK 540 (ITR
Instrumentos para Laboratdrios Ltda, Brasil). As amostras foram analisadas em

duplicata e os resultados expressos em graus Horvert (°H).
4.8.4 Andlise de acidez

Foi transferido com pipeta volumétrica 10 mL de leite para erlenmeyer de 125
mL e adicionado trés gotas de solucdo alcodlica de fenolftaleina. A titulagdo foi
realizada utilizando solucéo de NaOH 0,1 mol L™, sendo o ponto final da titulacdo a
viragem do indicador para coloracdo levemente rosa. Cada amostra foi analisada
em duplicata e os resultados foram expressos em porcentual de acido latico (m/v)

segundo a formula:
Cixfoxy xe

mk

A= (Eg. 2)

A: acidez expressa em percentual de 4cido latico (m/v);
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Ci: concentracdo da solucéo de hidroxido de sédio (mol/L);
fc: fator de correcdo da solucéo de hidroxido de sodio;
v: volume de hidréxido de sddio gasto na titulacdo da amostra,

mL: volume da amostra.

4.8.5 Nitrogénio Total (NT)

A determinacado do nitrogénio total foi realizada pelo método de Kjeldahl, que
se desenvolve em trés etapas. Inicialmente promoveu-se a oxidagao (digestéao)
(Digestor Buchi, Suica) da amostra a 400 °C pelo &cido sulfurico em presenca de
catalisadores rompendo a estrutura proteica para a liberacdo do nitrogénio sob a
forma de sais de amonio. A amostra digerida e resfriada a temperatura ambiente foi
adicionada da solucdo de NaOH 40% para liberagdo do nitrogénio na forma de
amoénia durante destilacdo (destilador Buchi, Suica), coletando o destilado em
solucdo de acido borico 4% (adicionado de indicadores), com o qual reagem
formando metaborato de amoénio. Esse sal foi titulado por neutralizagdo com HCI
0,05 mol L™?, representando a fracdo nitrogenada que se deseja determinar. Os

resultados foram expressos em percentual de nitrogénio total por meio da férmula:

o N = A-TIxCEsLe (Eq.3)

L

% NT: teor percentual de nitrogénio total (m/v);

A: volume de solucéo de acido cloridrico gasto na titulagdo da amostra;

B: volume de solucédo de &cido cloridrico gasto na titulacdo da prova em
branco;

Ci: concentracao (mol/L) da solucéo de acido cloridrico;

fc: fator de correcéo para a solucao de acido cloridrico;

mL: volume de amostra (considerando-se a diluicdo efetuada de acordo com
a metodologia)

A concentracdo de proteina foi calculada multiplicando-se o teor de NT por

6,38, de acordo com a FIL (International Dairy Federatiom) 20B:1993.

4.8.6 Nitrogénio ndo caseinico (NCN) e nitrogénio nao proteico (NPN)
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O teor de NCN foi mensurado a partir de filtrado do leite acidificado a pH 4,6
utilizando solucdo HCI 1,41mol L™ adaptado da norma FIL (FIL 20B:1993). Para
concentracdo de NPN foi realizada pela diluicdo da amostra em uma parte igual de
agua destilada e posteriormente adicionada de TCA 24 % (m/v) em um volume igual
ao da amostra diluida, para que o teor final de TCA fosse 12 %. Os filtros usados
foram Whtaman N° 42 para ambas as analises. O teor de nitrogénio foi determinado
segundo método de Kjeldalh (FIL 20B:1993), sendo convertido para concentracao

equivalente de proteina pelos fatores 6,25 para NCN e 6,19 para NPN.
4.8.7 Eletroforese SDS-PAGE

O preparo das amostras para monitoramento da protedlise foi adaptado de
ADAMS et al. (1976). Aliquotas leite refrigerado foram acidificadas para pH 4,0 com
acido cloridrico 3 M, sob agitacdo constante. Posteriormente, foram centrifugadas a
3.380 xg, por 10 minutos. O soro foi eliminado e a caseina precipitada congelada a -
18 °C até do dia da analise. As amostras tiveram o volume original reconstituido em
tampé&o Tris-HCI 0,5 M pH 9 e para aplicagcdo no gel as amostras oriundas do leite
microfiltrado e leite pasteurizado foram diluidas 20 vezes, enquanto amostras de
LDR 12% foram diluidas 4 vezes.

Eletroforese desnaturante em gel do poliacrilamida (SDS-PAGE) foi realizada
segundo Judd (1994), em gel de trés fases, composto por um gel de empilhamento
(5,0% T), um gel intermediério (10,0% T) e um gel de separac¢éo (16,0% T). Para o
gel intermediario e de separacao, utilizou-se uma solucao 49,5% T (m/v) a partir de
uma solugdo composta por acrilamida:N,N’-bis-metileno acrilamida (48,0:1,5). Para
o gel de empilhamento, foi utilizada a solu¢ao 30,0% T (m/v) a partir de uma solucao
acrilamida:N,N’-bis-metileno acrilamida (29,2:0,8). O gel de separacao foi preparado
a 16% T, em Tris-HCI 3 M, pH 8,9 contendo 0,3% de SDS. O gel intermediéario foi
preparado a 10% T, em Tris-HCI 3 M, pH 8,9 contendo 0,3% de SDS. O gel de
empilhamento foi preparado a 5% T, em Tris-HCI 1 M, pH 6,8. Os géis foram
polimerizados quimicamente, pela adicdo de N,N,N’'N’-tetra-metileno-diamina
(TEMED) e persulfato de amonio 10%. A corrida eletroforética foi realizada em cuba
eletroforética vertical Mini-Protean Tetra Systen (Bio-Rad California, U.S.A)
utilizando tampéo de corrida Tris-Glicina pH 8,6 (LAEMMLI, 1970), com voltagens
de 100 V por 10 minutos, 80 V por 15 minutos e 60 V por 5 h utilizando fonte
PowerPacTM Basic (Bio-Rad California, U.S.A). Os géis foram corados, a
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temperatura ambiente, em solucdo de Coomassie® Brilliant Blue R-250 a 0,3% em
metanol: acido acético: agua (4,5:1:4,5 v/v). Posteriormente, foram revelados e
descorados em solucédo de acido acético e metanol.

Para confeccdo dos densitogramas os géis foram escaneados em Scaner HP
2410 Photosmart. A intensidade da protedlise ao longo do tempo foi avaliada
através da captacdo de imagem de cada banda representada por cada uma das
fracOes de caseina. O programa utilizado para captacdo de imagem foi ImageJ ®
(National Institute of Health, USA). O numero de pixels foi captado em uma
determinada &rea selecionada referente cada fracdo de caseina, representada por

uma banda. No tempo zero cada fracdo de caseina foi considerada 100%.

5 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado um delineamento estatistico inteiramente casualizado num
fatorial composto para avaliar as caracteristicas do leite desnatado pasteurizado
microfiltrado durante até 45 d. Os fatores estudados foram temperatura e tempo,
sendo trés niveis de temperatura 4, 7 e 10 °C e 8 e 9 niveis de tempo para analise
de eletroforese e das fracdes nitrogenadas, respectivamente. Inicialmente os dados
foram analisados num modelo quadratico completo segundo a equacdo 4. Os
coeficientes do modelo que ndo foram significativos (P > 0,05) foram tirados do
modelo até que se ajustasse um modelo mais simples para variacao dos dados.

Yij =m+Tr+ ij + Tri2 + ij2 + (Ter)ij + €ijk (Eq. 4)

Yix = valor observado na resposta (variavel dependente), na unidade experimental
referente ao nivel i de Tr e j de Tp na repeticéo k;

m = média geral;
Tr; = temperatura de pré-incubacéao do leite contendo P. fluorescens 041 no nivel i;

Tr? = efeito quadratico da temperatura de pré-incubacdo do leite contendo P.
fluorescens 041no nivel i;

Tp; = tempo em que a unidade experimental foi avaliada no nivel j;

Tp = efeito quadratico do tempo no nivel j;
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(TrTp); = interagéo entre temperatura de pré-incubagéao e tempo;

ejk = erro aleatério com pressuposi¢édo de distribuicdo normal independentemente
distribuido, com variancia constante.

Os dados foram analisados no programa estatistico SAS (Statistical Analysis
System — SAS Institute Inc., North Carolina, USA). Versao 9.2, licenciado para

Universidade Federal de Vigosa, 2010.

6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Monitoramento da multiplicacdo das bactérias psicrotréficas proteoliticas em
temperaturas de refrigeracdo em LDR 12%

Durante o monitoramento da multiplicacdo das bactérias psicrotroficas
proteoliticas observou-se, para todas as bactérias estudadas, um periodo muito
curto de adaptacdo, resultado que é compreensivel ja que as bactérias foram
previamente ativadas em LDR 10 %. O isolado 04A multiplicou mais lentamente na
temperatura de 4 °C até o quinto dia (Figura 4a) e atingiu o fim da fase logaritmica
no nono dia. Nas temperaturas de 7 e 10 °C, o isolado da bactéria 04A atingiu uma
concentracdo de células de 10 UFC mL™ no quinto dia de analise, correspondendo
a um aumento de dois ciclos logaritmicos. No nono dia a concentracdo de células
atingiu 10° UFC mL™ a temperatura de 10 °C e esta concentracdo manteve-se até o
décimo quarto dia de monitoramento, aproximadamente.

A multiplicacdo da bactéria 06D (Figura 4b) mostrou-se muito semelhante ao
da bactéria 04A. Foi possivel observar uma maior multiplicacdo em todos os tempos
na temperatura de 10 °C, jA que esta temperatura € critica no sistema de
refrigeracdo do leite, permitindo uma maior multiplicacdo dos micro-organismos
psicrotroficos uma vez que esta mais proxima da sua temperatura Otima de

mutiplicacéo.
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Figura 4 — Multiplicacéo dos isolados 04A (a), 06D (b), P. fluorescens 07A (c) e 011A

(d) em leite desnatado reconstituido nas temperaturas de refrigeracéo 4 °C (—¢), 7

°C (—&—), 10 °C (—)

Durante o monitoramento da multiplicacdo da P. fluorescens 07A (Figura 4c)
observou-se também um comportamento muito semelhante ao das demais bactérias
estudadas, este comportamento pode ser explicado pelo fato de serem todas
psicrotréficas proteoliticas, levando a um comportamento semelhante durante as
diferentes fases de crescimento. A P. fluorescens 07A ndo apresentou um
crescimento distinto nas trés temperaturas. Com 7 d de incubacado a bactéria 07A ja
havia atingido um numero de células viaveis de 108 UFC mL* para todas as
temperaturas. Pinto (2004) encontrou resultados semelhantes ao analisar grau de
protedlise em leite por P. fluorescens 07A a diferentes temperaturas de refrigeracao;
a 4 °C o isolado O7A atingiu uma populacdo de 10®° UFC mL* em oito dias,
indicando que a temperatura de estocagem do leite a 4 °C nédo é suficiente para
evitar a multiplicacdo desse género de bactérias.

A multiplicacdo da bactéria 11A foi também semelhante ao das demais
(Figura 4d). Na temperatura de 10 °C houve uma maior multiplicagdo desta bactéria
do que quando incubada nas temperaturas de 4 e 7 °C, sendo que no sétimo dia a

mesma ja havia atingido uma concentracdo de células de aproximadamente 10°
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UFC mL™*, um aumento de trés ciclos logaritmicos em relacdo & concentrac&o inicial.
Esta concentracdo de células se manteve estavel até o décimo sétimo dia para as
temperaturas de 4 e 7 °C.

Embora tenha havido diferenca na velocidade de multiplicagcdo das quatro
bactérias avaliadas entre temperaturas, esta diferenca ndo foi pouco acentuada. A
diferenca entre de multiplicacdo nas trés temperaturas, provavelmente, seria mais
bem caracterizada se a inoculacdo inicial das bactérias fosse em menor
concentracdo. Pinto (2004) que obteve diferenca nitida na multiplicagdo entre
temperaturas de refrigeracdo com os isolados de P. fluorescens 07A e 041 com
inoculac&o inicial de, aproximadamente, 10* UFC mL™ monitorado em intervalos de
um dia.

Os resultados indicam que se as boas praticas agropecuarias nédo forem
empregadas pode levar a uma contaminagéao inicial elevada no leite cru por esse
grupo de micro-organismos, promovendo um aumento da populacdo durante o
armazenamento refrigerado para valores que irdo causar prejuizos econémicos e
tecnoldgicos a industria de laticinios, mesmo quando for estocado a 4 °C.

Santos et al. (2010) obtiveram resultados semelhantes com a inoculagéo de
P. fluorencens em leite in vitro; foi feito o monitoramento do crescimento nas
temperaturas de 4, 7, e 10 °C por 120 h e observou-se um comportamento muito
semelhante do micro-organismo nas trés temperaturas. Entretanto, na temperatura
de 10 °C e estocagem por 120 h a populacdo de micro-organismos foi de 10° UFC
mL™, nas temperaturas de 4 e 7 °C com uma contaminacao inicial de 5,0x10°> UFC
mL™, a populacdo desses micro-organismos ultrapassou 10" UFC mL™ a partir de
48 h de estocagem.

Gloria et al (2010) observaram em seu estudo um maior nimero de UFC de
P. fluorescens em leite cru a temperatura de 10 °C do que nas temperaturas de 4 e
7 °C: com uma concentraco inicial de 10° UFC mL™ & temperatura de 4 °C em 6 d
de estocagem a populacgéo atingiu uma contagem de 10° UFC mL™ para leite cru e
esterilizado.

Haryani et al. (2003) estudando a producdo de proteases por bactérias
psicrotréficas em leite cru sob temperatura de refrigeracdo observaram que a
temperatura influencia diretamente na multiplicacdo desse grupo de micro-

organismos, sendo que o0 tempo necessario para que a populagédo de psicrotroficos
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atingisse 10’ UFC mL' & 2, 4 e 7 °C foi de nove, sete e quatro dias,

respectivamente.

6.2 Monitoramento da atividade proteolitica em LDR 12%
A atividade proteolitica das bactérias previamente isoladas de leite cru (04A,
06D, 07A e 11A), em meio de cultura foi verifica pela formacéo de halo em agar leite

nas temperaturas de 7 e 21 °C conforme apresentado na Figura 5.

Figura 5 — Atividade proteolitica das bactérias em agar leite a 7 °C por 7 d e 21 °C por 24 h.

Os resultados obtidos evidenciam a atividade proteolitica das bactérias pelo
surgimento de um halo translicido ao redor de cada col6nia resultante da hidrolise
da caseina presente no meio utilizado. Essas enzimas proteoliticas sdo associadas
a uma série de problemas de deterioragdo em leite e derivados lacteos que afetam a
qualidade e a vida (til desses produtos (DUFOUR et al., 2008; NORNBERG et al.,
2009; MU et al., 2009).

6.3 Ensaio de protedlise em LDR 12%

N&o foi observada alteracao no perfil eletroforético das proteinas na amostra
controle, contendo apenas LDR 12%, incubado a 21 °C pelo periodo de até sete
dias (Figura 6), assim os demais resultados obtidos foram comparados com esta

amostra controle.
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Figura 6 — Amostra controle (LDR 12% estéril) incubada a 21 °C. 1) DO — LDR no tempo O;
2) D3 — LDR ap6s 3 d de incubacao; 3) D5 — LDR apds 5 d de incubagéo; 4) D7 — LDR apo6s
7 d de incubacdo; 5) MM - Marcador de Peso Molecular; 6) Pad — Padréo de Peso
molecular das frac6es de caseina (a, B e k-caseina).

O efeito da multiplicacdo do isolado (04A) inoculada no LDR sobre as fracdes
de caseina foi evidente, mostrando uma maior atividade proteolitica com o aumento
da temperatura de refrigeragdo e do tempo de armazenamento (Figura 7). A
incubacdo do isolado 04A a 4 °C mostrou alteracbes nas fracdes de caseina,
principalmente com 7 d de incubagéo, indicando que o armazenamento do leite a
essa temperatura ja pode ser considerado preocupante por permitir a multiplicacdo
de bactérias psicrotréficas, a producdo e a atividade de proteases. Com o0 aumento
da temperatura para 7 °C houve uma maior degradacao das fracdes de caseina e,
no quinto dia de estocagem, foi possivel observar um grau de hidrélise mais intenso
principalmente das fracdes B e k-caseina, fracdes mais susceptiveis a agdo de
enzimas proteoliticas produzidas por micro-organismos psicrotréficos (DATTA &
DEETH, 2001; LAW et al, 1997; DRIESSEN e STADHOUDERS, 1979;
KOHLMANN, 1979). Além disso, observou-se o aparecimento de peptideos com
maior mobilidade eletroforética resultantes dessa degradacdo a medida que as
fracOes de caseinas foram hidrolisadas. A 10 °C a intensidade da degradacao das
diferentes fracbes proteicas foi ainda maior, sendo que no terceiro dia verificou-se a
hidrélise das fracdes B e k-caseina e no quinto dia ja houve degradacdo completa
de todas as fracdes de caseinas da aliquota utilizada, embora na andlise visual
apos 10 d (Figura 8) tenha-se observado que o leite ainda demonstrava que parte

das caseinas estavam intactas percebendo-se uma disperséao coloidal no leite.
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Figura 7 — Amostras contendo a bactéria psicrotrofica proteolitica 1 (04A) incubada a 4, 7 e
10 °C, respectivamente. 1) DO — LDR + 04A no tempo 0; 2) D3 — LDR + 04A apés 3 d de
incubacédo; 3) D5 — LDR + 04A ap06s 5 d de incubagédo; 4) D7 — LDR + 04A ap6s 7 d de
incubacao; 5) MM - Marcador de Peso Molecular; 6) Pad — Padrdo de Peso molecular das
fracOes de caseina (a, B e k-caseina).
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Figura 8 — Aspecto visual das amostras inoculadas com as quatro bactérias nas diferentes
temperaturas de incubacao, apds 10 d.

Constatou-se baixo grau de hidrélise das proteinas nas amostras inoculadas
com o isolado 06D nas trés temperaturas de incubacéo (Figura 9). Além disso,
através da analise visual dos frascos contendo esta bactéria, apos 17 d de
incubacdo nas trés temperaturas de refrigeracdo, observou-se grande semelhanca

com a amostra controle mantida a temperatura de 21 °C durante este tempo, sendo
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notada pouca alteracdo de cor desta amostra quando comparada com os leites
inoculados com as outras trés bactérias utilizadas, a 04A, 07A e 11A (Figura 10).
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Figura 9 — Amostras contendo a bactéria psicrotrofica proteolitica 2 (06D) incubada a 4, 7 e
10 °C, respectivamente. 1) DO — LDR + 06D no tempo 0; 2) D3 — LDR + 06D ap6s 3 d de
incubacao; 3) D5 — LDR + 06D apds 5 d de incubacéo; 4) D7 — LDR + 06D ap6s 7 d de
incubacéo; 5) MM - Marcador de Peso Molecular; 6) Pad — Padrdo de Peso molecular das
fracdes de caseina (a, B e k-caseina).
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Figura 10 — Aspecto visual das amostras inoculadas com as quatro bactérias e da amostra
controle (LDR 12%) nas diferentes temperaturas de incubacgéo, apos 17 d.

Apesar do isolado 06D ter demonstrado capacidade proteolitica em agar leite

(Figura 5), no LDR 12% a mesma ndo apresentou capacidade de degradar as
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fracbes de caseina nas condicbes experimentais. A atividade proteolitica dessa
bactéria pode ter sido prejudicada devido as alteracdes ocorridas no leite nos
intensos tratamentos térmicos. A desnaturacdo da B-lactoglobulina pelo calor
propicia a reacdo com a k-caseina (DONATO et al., 2007) podendo dificultar o
acesso ao sitio catalitico da enzima.

Foi possivel notar nas Figuras 11 e 12 que o efeito da multiplicacdo da P.
fluorescens 07A e do isolado 11A sobre as fragbes de caseinas foi muito
semelhante, ocorrendo intensificacdo da degradacdo dessas fracbes com o
aumento da temperatura e do tempo de estocagem. Esse resultado foi semelhante
ao observado com o isolado 04A. A 7 °C, a amostra inoculada com P. fluorescens
07A mostrou um grau de protedlise ligeiramente maior que aquela inoculada com a
bactéria 11A, observando-se o surgimento de peptideos resultantes da degradacéo
das fracBes de caseinas no sétimo dia. O aumento da temperatura de incubacao
para 10 °C acelerou o processo de hidrélise, sendo que a amostra incubada com a

bactéria 11A mostrou-se mais degradada apos 5 d de incubacdo onde todas as

fracOes ja estavam quase completamente hidrolisadas.
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Figura 11 — Amostras contendo a bactéria psicrotrofica proteolitica 3 (07A) incubada a 4, 7 e
10 °C, respectivamente. 1) DO — LDR + 07A no tempo 0; 2) D3 — LDR + 07A apés 3 d de
incubacédo; 3) D5 — LDR + 07A ap06s 5 d de incubagédo; 4) D7 — LDR + O7A ap6s 7 d de
incubacao; 5) MM - Marcador de Peso Molecular; 6) Pad — Padrdo de Peso molecular das
fracOes de caseina (a, B e k-caseina).
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Figura 12 — Amostras contendo a bactéria psicrotrofica proteolitica 4 (11A) incubada a 4, 7 e
10 °C, respectivamente. 1) DO — LDR + 11A no tempo 0; 2) D3 — LDR + 11A apés 3 d de
incubacgéo; 3) D5 — LDR + 11A ap6s 5 d de incubagéo; 4) D7 — LDR + 11A ap6s 7 d de
incubacao; 5) MM - Marcador de Peso Molecular; 6) Pad — Padrdo de Peso molecular das
fracOes de caseina (a, B e k-caseina).

Na Figura 10 observou-se diferenca na coloracdo das amostras incubadas
com os isolados 04A, 07A e 11A, apresentando um escurecimento a medida que a
temperatura de incubagdo aumentou. O escurecimento do leite é devido a uma
reacdo ndo enzimatica denominada Maillard. Na etapa inicial dessa reacdo ocorre
condensacao entre o grupo carboxil da lactose e o grupamento amino da cadeia
lateral do residuo de aminoacido lisina formando o composto intermediario
hidroximetilfurfural (HMF). Ao final da reagédo é formado o composto melanoidina,
responsavel pela coloracdo escura (WALSTRA, 2006). E provavel que exposicio

BN

dos aminoéacidos devido a protedlise tenha favorecido a reacdo, resultando na
intensificacdo da cor com aumento do tempo e da temperatura de estocagem do
LDR 12% inoculo com os isolados psicrotroficos.

A multiplicacdo das bactérias psicrotréficas proteoliticas no leite e a acdo de
suas enzimas sobre as fracdes de caseina, demonstraram que as temperaturas de
resfriamento do leite recomendadas pela Instrucdo Normativa n® 62 (BRASIL, 2011)
durante a estocagem do leite cru na propriedade rural e no transporte granelizado
ndo impedem a multiplicacdo desse grupo de bactérias e a atividade de suas

enzimas, podendo resultar em perda da qualidade de leite dos produtos lacteos.
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6.4  Monitoramento microbiologico

6.4.1 Leite antes da microfiltracéo

Os resultados das contagens microbiolégicas e de células somaticas no leite
cru sdo mostrados na Tabela 2. O leite cru coletado para este experimento
apresentou adequacéo em relacdo contagem de mesdfilos aerdbicos, valor inferior a
6,0 x 10° UFC mL™, segundo a Instrucdo Normativa 62 (BRASIL, 2011), embora
possa ser considerado elevado para um leite coletado no momento da ordenha em
um circuito mecanizado. O numero da contagem de células somaticas estava com
valores superiores a 600.000 células por mL, valor maximo estabelecido pela
legislagdo (BRASIL, 2011). Os valores de micro-organismos psicrotroficos na ordem
de 10?> UFC mL™ podem ser considerados baixos, uma vez que o leite ndo havia
sido mantido refrigerado até o momento da inoculacéo da estirpe psicrotrofica em
estudo. A contaminacdo por esporos também foi baixa, oriunda provavelmente da
alimentacdo dos animais com silagem, que constitui uma fonte potencial de
contaminacdao do leite (FURTADO, 2007).

A obtencdo do leite desnatado (LD) resultou em aumento de todos os
parametros microbiolégicos mensurados. Durante a centrifugacdo para retirada da
gordura o leite foi colocado em um tanque que alimenta a desnatadeira contendo
agua industrial, assim que o nivel de &gua foi esgotado no tanque, o leite foi
adicionado havendo contato com pouco de agua ainda restante. Essa € provavel
fonte de contaminacdo, além da plataforma de recepcéo ser exposto ao ar do
ambiente externo. O leite desnatado pasteurizado (LDP) teve o resultado
microbiolégico afetado pela qualidade do leite desnatado, embora os valores
microbiolégicos estivessem em adequacdo a IN n° 62 (BRASIL, 2011). A
contaminagcao por esporos e micro-organismos termoduricos fez com que o leite
apresentasse contagem de esporos superior ao leite cru (Tabela 2), mas micro-
organismos psicrotréficos ndo foram detectados nas diluicbes plaqueadas. A
contagem inicial de psicrotroficos era o parametro microbiolégico de maior interesse
no leite pasteurizado, uma vez que uma contagem inicial poderia interferir nos

resultados.
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Tabela 2 - Avaliacdo microbiolégica das amostras antes da inocula¢do da P. fluorescens 041

Amostra LC LD LDP
Analise Média DesvPad Média DesvPad Média Desv Pad
Mesofilos aerdbicos log UFC mL* 4,2 0,5 4,9 0,5 2,5 0,9
Psicrotréficos log UFC mL-1 2,8 0,5 4,7 0,4 <1 _
Esporos aerdbicos log UFC mL-1 1,8 0,3 2,5 0,8 2,2 1,0
Células Somaticas mL™ 925000 229128

LC = Leite Cru; LD = Leite Desnatado; LDP = Leite Desnatado Pasteurizado

As analises microbioldgicas do LDP apéds inoculacdo da P. fluorescens 041
estdo na Tabela 3. A concentracdo inicial de bactérias psicrotroficas foi de,
aproximadamente, 10 UFC mL™ nos trés latbes em cada temperatura a ser
estudada. As contagens de mesdfilos aerdbicos e esporos também foram similares
entre as amostras de leite dos latdes, uma vez que o leite inicial foi submetido aos

mesmos procedimentos de preparo até a inoculacdo de estipe psicrotrofica.

Tabela 3 - Avaliacdo microbiolégica apds inoculacdo da P. fluorescens 041 nos leites desnatado
pasteurizados antes da incubacdoa 4,7 e 10 °C

Amostra LDP+PF 4 °C LDP+PF 7 °C LDP+PF 10 °C
Analise Média DesvPad Média DesvPad Média Desv Pad
Mesofilos aerdbicos log UFC mL™ 4,4 0,7 4,3 0,6 4,4 0,6
Psicrotréficos log UFC mL* 4,1 0,8 4,1 0,6 4,2 0,5
Esporos aerdébicos log UFC mL™ 2,4 1,0 2,4 0,2 2,1 0,5

LDP+PF = Leite Desnatado Pasteurizado inoculado com P. fluorescens 041

O LDP apos a inoculacdo da estirpe psicrotrofica ficou armazenado a 4, 7 e
10 °C por 48 h sendo os resultados microbiolégicos mostrados na tabela 4. Houve
um aumento superior a dois ciclos logaritmicos nas amostras mantidas nas trés
temperaturas de pré-incubacdo para contagem final de bactérias psicrotroficas.
Maiores valores nas contagens com aumento na temperatura de pré-incubacgao
também foi observado. As contagens de mesofilos aerébicos também apresentaram
aumento superior a dois ciclos logaritmicos nas trés temperaturas de pré-incubacao,
sendo maior com aumento da temperatura de pré-incubagdo. Embora as contagens
de psicrotréficos tenham aumentado com incremento na temperatura de pré-
incubacéo, essa diferenca foi menor que a observada nas mesmas temperaturas de
pré-incubacédo no controle positivo (Tabela 5), que diferiu em aproximadamente um

ciclo logaritmico no incremento na temperatura de pré-incubacdo. Esta diferenca
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observada entra as contagens finais de psicrotroficos pode ser porque o leite, apds
a pasteurizacao, foi resfriado a uma temperatura de 10 °C nos trés latdes que iriam
ser inoculados com a P. fluorescens 041, sendo essa a temperatura minima
possivel com sistema de refrigeracao indireto utilizado. Enquanto, o leite utilizado no
controle positivo foi manipulado a 7 °C. O tempo em que os latdes demoraram apara
alcancar as temperaturas de 7 e 4 °C provavelmente contribuiu para menor
diferenca no numero de unidades formadoras de coldnias de psicrotroficos entre as

trés temperaturas de pré-incubacao.

Tabela 4 - Avaliacdo microbiolégica 48 h apds inoculacdo da P. fluorescens 041 no LDP
mantido refrigeradoa 4,7 e 10 °C

Amostra LDP+PF 4 °C LDP+PF 7 °C LDP+PF 10 °C
Desv
Anilise Média DesvPad Média DesvPad Média Pad
Mesofilos aerdbicos log UFC mL* 6,8 _ 7,1 01 7,3 0,1
Psicrotréficos log UFC mL-1 6,2 _ 6,5 0,1 6,7 0,1
Esporos aerdbicos log UFC mL-1 2,4 0,9 2,6 0,9 1,4 1,5

LDP+PF = Leite Desnatado Pasteurizado inoculado com P. fluorescens 041

Para comparar aos resultados obtidos na avaliacdo do leite desnatado
pasteurizado microfiltrado foi realizado o monitoramento da multiplicacdo da estirpe
P. fluorescens 041 em leite desnatado pasteurizado ndo sendo realizada a etapa de
microfiltracdo, este foi o controle positivo. Ao leite também foi inoculado com,
aproximadamente, 10* UFC mL™" da bactéria e foi pré-incubado por 48 h nas
temperaturas de 4, 7 e 10 °C. As analises microbioldgicas do leite desnatado
pasteurizado antes e apés a inoculagdo e também apds a pré-incubacao por 48 h
podem ser observados na tabela 5. Depois do tempo de pré-incubacdo todos os

frascos foram transferidos para uma mesma BOD a 7 °C por mais 7 d.

Tabela 5 - Anélises microbioldgicas do LDP controle positivo até as 48 horas de pré-incubacdo

Amostra

LDP LDP +PF41° LDP+PF4°C® LDP+PF7°C® LDP+PF 10 °C"
Analise
Mesdfilos aerdbicos log UFC mL* 2,9 4,3 5,8 7,2 8,0
Psicrotréficos log UFC mL™ 2,4 3,8 5,2 6,0 7,6

®LDP (Leite Desnatado Pasteurizado) apés inoculac3o P. fluorescens 041

°LDp (Leite Desnatado Pasteurizado) inoculado com P. fluorescens 041 apds 48 horas pré-incubagao

Os valores de contagem de mesofilos aerobios e psicrotroficos apresentaram

diferenca de, aproximadamente, 1 ciclo logaritmico a medida que a temperatura de
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pré-incubacdo aumentou, ao contrario do leite desnatado pasteurizado para a
microfiltracdo. Os leites pasteurizados inoculados com P. fluorescens 041 foram
colocados em garrafas de diluicdo e pré-incubados por 48 h. Ja as amostras de leite
que foram microfiltrados, a pré-incubacao foi em latdes de 50 litros e a temperatura
minima alcancada durante o resfriamento ap6s a pasteurizacdo foi 10 °C,
provavelmente demorando mais tempo para abaixar a 4 e 7 °C, pelo maior volume
de leite, levando maior tempo para troca térmica. As diferencas nos procedimentos
adotados, recipientes e temperatura inicial de incubacdo dos leites € a provavel
causa da diferenga nas contagens.

Pinto (2004) encontrou diferenca na taxa de multiplicacdo da estirpe de P.
fluorescens 041 inoculada em LDR 12% mantidas a 2, 4, 7 e 10 °C j4 no segundo
dia de estocagem, sendo os leites monitorados até o décimo dia. As contagens
foram aproximadamente 5,0 x 10%, 1,0 x 10°, 1,0 x 10°e 1,0 x 10’ UFCmL" a 2, 4, 7
e 10 °C respectivamente.

Cousin e Marth (1977) monitoraram amostras de leite refrigerado coletadas
de tanques coletivos com contaminacgdo inicial de bactérias psicrotréficas proxima a
10* UFC mL™ mantidos entre 5 e 10 °C. Assim como neste trabalho, com apenas
dois dias, a 7 °C, a contagem de psicrotréficos foi superior a 10° UFC mL™ e a 10 °C
apresentaram contagens superiores a 10’ UFC mL™. Os autores recomendaram
gue, para evitar alteracbes bioquimicas no leite, a contagem de bactérias

psicrotréficas deve ser inferior a 10° UFC mL™.

6.4.2 Leite desnatado pasteurizado microfiltrado

O LDPM foi analisado quanto a presenca de bactérias mesofilas aerdbicas e
psicrotroficos até o tempo 45 d e de esporos aerdbicos apds a microfiltragdo. Foi
observada no tempo zero ap6s a microfiltracdo uma reducéo logaritmica de 6,9, 7,1
e 7,3 de mesofilos aerdbicos, de 6,2, 6,5 e 6,7 de psicrotroficos e de 2,8, 3,0, e 2,1
de esporos aerdbicos nos leites pré-incubados a 4, 7 e 10 °C, respectivamente. Na
avaliacdo do tempo de prateleira de leite microfiltrado (SILVEIRA et al., 2010)
obtiveram uma reducao decimal de 7,4, 5,8 e 4,4 de mesdfilos aerdbicos, coliformes
totais e Staphylococcus sp., respectivamente, de uma amostra de leite cru,
microfiltrado com membrana de tamanho de poro 0,8 um. Resultados semelhantes
de reducdo de mesdfilos aerdbicos foram encontrado por Dias (2011), em seu
trabalho com producdo de queijos com olhaduras a partir de leite microfiltrado. A
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autora obteve uma reducao decimal de 6,5, 5,4 e 4,0 de mesdfilos aerdbicos,
coliformes totais e esporos de Clostridium sp., respectivamente.

O resultado das contagens de mesofilos aerébicos ao longo de 45 d podem
ser visualizados na Tabela 6. Pode-se observar que houve contagem no tempo 5 d
para o leite pré-incubado a 4 °C e uma contaminac¢do no tempo 10 d para o leite
com pré-incubacdo da 7 °C , enquanto para a temperatura de 10 °C houve
contaminacgao nos tempos 3, 7, 10 e 15 d. Embora nos leites das trés temperaturas
de pré-incubacdo tenha ocorrido contaminacdo em alguns dos dias, o valor foi
sempre inferior a 3 ciclos logaritmicos, ndo sendo suficiente para alterar as

caracteristicas fisico-quimicas avaliadas no leite microfiltrado.

Tabela 6 - Contagem média de meséfilos aerdbicos obtida de trés repeticdes no leite
desnatado pasteurizado microfiltrado monitorado durante 45 d

Log UFCmL™
Tempo (dias)

Temperatura 0o 3 5 7 10 15 20 25 30 35 40 45
4°C 0 O 2,3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 °C 0O O 0 0 2,3 0 0 0 0 0 0 0
10 °C 0 0,9 0 1,4 28 27 O 0 0 0 0 0

Os resultados das contagens de bactérias psicrotroficas sdo mostrados na
Tabela 7. Ocorreu contaminacao no leite pré-incubado a 4 °C no tempo 5 d. Para o
leite pré-incubado a 7 °C ocorreu contaminac¢édo nos dias 3, 7 e 10 e para o leite pré-
incubado a 10 °C nos tempos 7, 10, 15, 35 e 40 d. Assim como na contagem de
mesofilos aerdbicos a contaminacdo foi sempre inferior a trés ciclos logaritmicos,
resultado que nao foi suficiente para alterar as propriedades fisico-quimicas
avaliadas no leite no periodo de 45 d.

Tabela 7 - Contagem média de bactérias psicrotréficas obtida de trés repeti¢cdes no leite
desnatado pasteurizado microfiltrado monitorado durante 45 d

Log UFCmL™

Tempo (dias)
Temperatura 0O 3 5 7 10 15 20 25 30 35 40 45
4°C 0 O 2,4 0 0 0 0O 0 oO 0 0 0
7 °C 0 06 0 14 2.2 0 0O 0 oO 0 0 0
10 °C 0 O 0 20 29 12 O O O 10 27 O
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A microfiltragéo do leite contendo a P. fluorescens 041 mostrou-se eficiente
na eliminacdo da bactéria, como pode ser observado no tempo zero das Tabelas 6 e
7. Embora nas andlises microbiolégicas do leite microfiltrado ao longo do tempo
tenham demostrado contaminagfes, em dias posteriores a contaminacdo nao foi
detectada presenca de micro-organismos comprovando que esta foi aleatéria.

A microfiltracdo utilizando membrana de 0,8 um garante que o leite seja
considerado comercialmente estéril (CARVALHO e MAUBOIS, 2010). Entdo, as
contaminacgdes obtidas ao longo do tempo foram provavelmente ocasionadas pela
qualidade do ar da fabrica no momento da microfiltrac&o.

A qualidade do ar do ambiente de envase foi avaliada por sedimentacdo de
micro-organismos em meio PCA, sendo a média da contagem em diferentes
momentos da microfiltracdo 1,03 x 10° UFC cm™ semana™. E recomendado que a
contaminacdo em ambiente de processamento de alimentos ndo seja superior a 30
UFC cm-?> semana® (APHA, 1992; citado por ANDRADE, 2008). Durante a
microfiltracdo houve controle rigoroso para evitar circulacdo de pessoas nas
proximidades ao equipamento de microfiltragdo. No entanto, valores de
contaminagcdo acima do recomendado foram observados no leite microfiltrado. O
resultado da qualidade do ar sugere que essa é a provavel fonte de contaminacao,
ja que o envase foi realizado manualmente e, durante o procedimento, as
embalagens ficam expostas a deposicao de particulas. Esse nivel de contaminacéo
do ar € uma constatacdo comum em ambiente de processamento de alimentos
(MARTINS et al., 2006b; PINTO, 2009).

O monitoramento de mesdfilos aerdbicos do controle positivo (Figura 13) foi
realizado até o tempo 7 d apds o tempo de pré-incubacdo. No tempo zero, percebe-
se diferenca devido as temperaturas de pré-incubagdo. No tempo 3 d as contagens
dos leites pré-incubados a 7 e 10 °C superaram 8 ciclos logaritmicos, enquanto a 4
°C ficou pouco abaixo. A fases estacionaria foram atingidas no tempo 5 d dos leites
pré-incubados a 7 e 10 °C, quando a populacdo chegou a aproximadamente 9 ciclos
logaritmicos, enquanto a 4 °C ainda estava na fase logaritmica permanecendo até o
tempo 7 d.

O monitoramento da multiplicacdo de psicrotroficos pode ser observado na
Figura 14. O leite pré-incubado a 10 °C a fase estacionaria foi atingida no tempo 3 d,
enquanto nos leite pré-incubados a 4 e 7 °C as contagens indicaram permanéncia
em fase logaritmica até o tempo 7 d.
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Figura 13 — Contagem de mesadfilos aerébicos da amostra de leite desnatado
pasteurizado pré-incubada a 4 °C (=), 7 °C (—&—) e 10 °C (—#) por 48 h
monitorada durante 7 d

10 +

Log UFC mL-1

Tempo (dias)

Figura 14 — Contagem de psicrtréficos da amostra de leite desnatado
pasteurizado pré-incubada com P. fluorescens 041 a 4 °C (—+—), 7 °C (—&—)
e 10 °C (—#) por 48 h monitorada durante 7 d

No controle positivo o monitoramento foi interrompido no sétimo dia, porque
havia clara separacdo de fases e total descaracterizacdo do produto leite nas
amostras das trés temperaturas de pré-incubacao (Figura 20).
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6.5 Ensaio de protedlise

A atividade proteolitica em gel de eletroforese nas amostras de LDPM pré-
incubados com P. fluorescens 041 a 4, 7 e 10 °C por 48 h foi monitorada até o
trigésimo dia de estocagem a 7 °C. Como podem ser observados nas Figuras 15, 16
e 17 os géis nao ilustram uma relacdo linear entre intensidade de protedlise e o
tempo, nas amostras de leite pré-incubadas nas trés temperaturas. As fracdes a-S2,
a-S1, B e k-caseinas em ordem crescente de mobilidade eletroforética, permanecem
visualmente intactas até o tempo trinta dias, resultado confirmado pelos
densitogramas da Figura 18.

A técnica de eletroforese SDS-PAGE utilizada neste experimento € a técnica
mais extensivamente utilizada para separacdo de misturas de proteinas baseado na
diferenca entre suas massas molares. As amostras a serem separadas no por esta
técnica sdo primeiramente submetidas a um banho de agua fervendo por 5 min para
serem desnaturas. O mercaptoetanol reduz as pontes de dissulfeto contribuindo
para desfazer a estrutura terciaria das proteinas. O SDS € um detergente anidnico
gue se liga fortemente a estrutura desnaturada das proteinas, em média, a cada
dois residuos de aminoacidos conferindo-lhe carga negativa. Isso faz com que toda
proteina tenha sempre a mesma relagdo massa/carga e seja linear ja que esta
desnaturada. Entdo, a separacdo das proteinas no gel de eletroforese, quando
submetidas a uma diferenca de potencial elétrico acontece simplesmente pela
diferenga que existe no tamanho entre as moléculas, em que as moléculas menores
passam mais facilmente pelos poros do gel, enquanto as moléculas maiores sofrem
maior resisténcia friccional (WALKER, 2002).

As quatro principais caseinas do leite sdo as;, Os2, B € K, € representam
respectivamente 37, 10, 35 e 15 % do total de caseinas (FOX e MCSWEENEY,
2003) e apresentam as massas molares medias de 23.612, 25.228, 23.980 e 19.000
Da, respectivamente, nas principais variantes genéticas encontradas no leite (FOX,
2009). Entdo, pela intensidade da banda formada no gel, pela mobilidade
eletroforética e com auxilio dos padrées de caseinas as bandas foram identificados
no gel. Embora a B.caseina tenha maior massa molar que a ag-caseina, ela
apresenta maior mobilidade eletroforética porque apresenta grande parte de sua

superficie hidrofébica que se liga desproporcionalmente ao SDS (FOX, 2009).
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Figura 15 — Leite desnatado pasteurizado pré-incubado por 48 h a 4 °C com P. fluorescens 041 e microfiltrado,
estocado a 7 °C durante 30 d. Repeticbes 1, 2 e 3 respectivamente. (DO dia da microfiltracdo).
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Figura 16 — Leite desnatado pasteurizado pré-incubado por 48 h a 7 °C com P. fluorescens 041 e microfiltrado,
estocado a 7 °C durante 30 d. Repeti¢des 1, 2 e 3 respectivamente (DO dia da microfiltracéo).
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Figura 17 — Leite desnatado pasteurizado pré-incubado por 48 h a 10 °C com P. fluorescens 041 e microfiltrado,
estocado a 7 °C durante 30 d. Repeticbes 1, 2 e 3 respectivamente (DO dia da microfiltracdo).
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O percentual das fracdes de caseinas remanescente ao longo do tempo pode
ser visualizado nos densitogramas da Figura 18. O modelo de segundo grau foi
utilizado para tentar explicar as variacdes no percentual de caseinas. Nas condicdes
experimentais nenhum dos coeficientes da regressao foi significativo (P>0,05) para
os resultados do percentual das fracdes aS2, a-S1 e B-caseinas. Pode-se concluir
que com uma contaminacao inicial de aproximadamente 10* UFC mL™ de bactérias
psicrotréficas no leite mantido refrigerado até 48 h como estabelece a IN n® 62
(BRASIL, 2011) no intervalo de temperatura entre 4 e 10 °C e submetido a
microfiltracdo ndo haveria uma protedlise significativa durante a estocagem do leite
sob refrigeracao por até 45 d, utilizando técnica de eletroforese SDS-PAGE. Ja para
fracdo k-caseina 0 modelo de segundo grau apresentou coeficiente significativo
(P<0,05) para interacdo entre a temperatura e o tempo, a equacdo nao foi utilizada
porque ndo h& coeréncia para explicacdo dos resultados. Com auséncia de
protedlise no leite microfiltrado n&o foi possivel verificar quais fracbes de caseinas
foram mais susceptiveis ao ataque das proteases da estripe psicrotrofica.

Matta et al. (1997), em estudo de uma técnica para deteccdo de proteases
produzidas por Pseudomonas sp. encontrou um limite de deteccdo 1,01 Og mL™
referente a uma populacdo de aproximadamente 10° UFC mL™, o suficiente para
causar reducdo no tempo de prateleira em leite UHT (RICHARDSON e TE WHAIT,
1978). A Merk company (1999), recomenda para que o leite UHT tenha pelo menos
trés meses de vida de prateleira, os niveis de proteases devem ser inferiores a 1 [g
mL™. Protedlise de leite em estudos com P. fluorescens foi detectada quando a
populacdo bacteriana era na ordem de 10* UFC mL™* (ADAMS et. al., 1976).

Costa et al. (2002) avaliaram o efeito proteolitico de leite inoculado com uma
estirpe de P. fluorescens mantido refrigerado a 6 °C e também dos extratos
enzimaticos do periplasma e citoplasma da bactéria em estudo. Os autores
comprovaram que dentre os extratos enzimaticos, o obtido da regido periplasmatica
foi o principal responsavel pela atividade proteolitica e sugeriram que, de alguma
forma essas enzimas estariam associadas a membrana da célula bacteriana. As
enzimas do citoplasma também apresentaram atividade proteolitica, mas em menor
intensidade (COSTA et al., 2002). A partir desse estudo, € possivel enfatizar a
diferenca entre tratamento térmico para eliminacao de bactérias e a microfiltracdo. O
tratamento térmico assegura a qualidade microbiolégica do produto, mas as
bactérias
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Figura 18 — Média do percentual das fracdes de caseina no leite desnatado pasteurizado microfiltrado durante 30 d armazenado a 7 °C de trés
repeticdes (Leite pré-incubado com P. fluorescens 041 a 4, 7 e 10 °C por 48 h).
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eliminadas liberam seu potencial enzimatico ainda ativo no produto, enquanto a
microfiltracdo remove a bactéria em conjunto com as enzimas que estejam
associadas a célula (CARVALHO e MAUBOIS, 2010).

A auséncia de protedlise no leite microfiltrado pode ter sido devido a técnica
de microfiltracdo utilizada para remocéo da P. fluorescens 041. E provavel que as
proteases exocelulares, facilmente isoladas de Pseudomonas ssp. por técnicas de
ultracentrifugacéo e posterior filtragem do sobrenadante (ADAMS et al. 1976;
COSTA et al. 2002; BUTTON et al. 2011), ndo tenham atingido concentracao
suficiente no leite para degradar as caseinas durante a pré-incubacdo. As proteases
produzidas pela P. fluorescens 041 devem ter sido removidas com a bactéria
durante a microfiltracéo. As contagens logaritmicas de 6,22, 6,51 e 6,68 UFC mL™
de bactérias psicrotroficas atingidas neste trabalho nos leites pré-incubados nas
temperaturas de 4, 7 e 10 °C, respectivamente, sao niveis de contaminacéo
elevados para uma realidade industrial. Guinot-Thomas et al. (1995) detectaram
decréscimo nos niveis de caseinas no quarto dia estocagem do leite cru a 4 °C,
quando os niveis de contaminagdo atingiram entre 10° e 10’ UFC mL™. A
contaminacéo inicial do leite era de 2,0 x 10* UFC mL™, sendo de 20 a 50% a
microbiota psicrotrofica (GUINOT-THOMAS et al.,1995).

Kohlmann et al. (1991) estudaram a capacidade de duas espécies de
Pseudomonas em produzir proteases em temperatura de refrigeracdo e também a
atividade proteolitica das enzimas extracelulares e ligadas a célula bacteriana. A
atividade proteolitica em azocaseina foi maior para enzimas extracelulares seguida
pela intracelular e as enzimas periplasmaticas ndo apresentaram atividade. Quando
0 substrato foi S-2251 (H-D-valina-L-leucina-L-lisina-4-nitroanilida) comumente
utiizado para ensaio proteolitico de plasmina, a enzimas intracelulares
apresentaram maior atividade proteolitica seguido das enzimas extracelular e
periplasmaticas (KOLHMANN et al., 1991).

O leite utilizado como controle positivo teve a atividade proteolitica
monitorada até o tempo 7 d. em gel de eletroforese Os resultados da degradacao

das fracdes de caseinas ao longo do tempo podem ser visualizados na Figura 19.
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Figura 19 — Leite desnatado pasteurizado pré-incubado 48 h a 4, 7 e 10 °C com P. fluorescens 041 e estocado a 7 °C durante sete
d (DO dia zero apoés 48 h de pré-incubacéo
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A intensidade de degradacdo das fracbes de caseinas aumentou com
incremento do tempo de estocagem. No gel do leite pré-incubado a 4 °C, embora se
perceba a liberacdo de alguns peptideos de tamanho préximos a 15 e 20
kDa.(utilizando o marcador molecular como referéncia) no tempo 3 d, as fracdes de
caseinas sdo nitidamente degradadas a partir do quinto dia com formacédo de
peptideos com peso entra 10 e 20 kDa, sendo as fracbes de caseinas
completamente degradadas no sétimo dia. Para o leite pré-incubado a 7 °C a
degradacéo fica perceptivel jA no terceiro dia de estocagem com formacao de
peptideos entre 10 e 20 kDa até o sétimo dia. A diminuicdo gradativa das fracfes de
caseinas do leite pré-incubado a 10 °C foi observada até o sétimo dia, no entanto a
formacdo de peptideos é maior no terceiro dia e diminui até o sétimo.
Provavelmente os peptideos formados foram degradados pelas préprias enzimas
proteolitica da bactéria

Nos trés géis da Figura 19 pode-se perceber a degradacéo preferencial das
duas bandas de caseinas inferiores, representadas pelas fracdes B e k-caseinas,
respectivamente. Resultados semelhantes foram encontrados por Costa et al.
(2002), que purificaram e avaliaram atividade proteolitica dos extratos de proteases
de P. fluorescens obtidos do citoplasma, periplasma e no meio extracelular.

O monitoramento visual das amostras de leite controle até o sétimo dia pode
ser observado na Figura 20. As modifica¢cdes ocorridas no leite com aumento do
tempo de estocagem auxiliam no entendimento da degradacdo das fracbes de

caseinas mostrados na Figura 19.
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Figura 20 — Aspecto visual do leite desnatado pasteurizado pré-incubado com
P. fluorescens 041 a 4, 7 e 10 °C por 48 h monitorado durante 7 d (Dia O, dia
apos 48 h de pré-incucacgéao)

As amostras de leite ndo apresentaram alteracdes visuais apdés a pré-

incubacdo (Figura 23), enquanto no terceiro dia o leite pré-incubado a 10 °C
apresentou separacdo de fases na borda superior, que no leites pré-incubados a 4 e
7 °C s6 pode ser observada no quinto dia. No sétimo dia todas as amostras estavam
muito degradados com completa separacéo de fase, embora a amostra de leite pré-
incubado a 4 °C apresentasse maior quantidade de agregados de proteinas ainda
intactas. A separacao de fase demonstra clara perda de estabilidade das micelas de
caseinas com formacdo de agregados e essa percepcdo sé foi possivel pela alta
populacao bacteriana atingina no leite.

6.6  Andlises fisico-quimicas antes da microfiltracao

O resultado das analises fisico-quimicas nas amostras de leites antes da
inoculacdo com P. fluorescens 041 e microfiltracdo podem ser visualizados na
Tabela 8. O leite cru apresentou-se adequado quanto a acidez, pH, crioscopia,
gordura e proteina, parametros fisico-quimicos estipulados pela Instrucao Normativa
N° 62 (BRASIL, 2011). As etapas sequentes do beneficiamento do leite, o desnate e
pasteurizacdo precederam a inoculacao da estirpe psicrotrofica.

O LD e LDP, embora esteja nesse trabalho sendo referidos como desnatado
estdo na classificacdo de semi-desnatado por apresentarem valor de gordura entre
0,5 e 2,9 (BRASIL, 2011). Esses valores pouco acima do valor de gordura €&
resultado de uma descalibracéo da centrifuga desnatadeira.

Os valores de crioscopia do LD e LDP também ficaram acima do determinado
pela legislacdo (BRASIL, 2011), apresentando valores superiores a -0,530 °H,
indicando que houve uma pouca diluicdo do leite. O valor de crioscopia fora da
especificacdo ocorreu durante a etapa de centrifugacdo. Foi desnatado um volume
de leite relativamente pequeno para a capacidade do equipamento da planta do
Laticinios Escola. O equipamento é inicialmente colocado em funcionamento com
no tanque de equilibrio alimentando a centrifuga com &gua industrial e quando o
volume de agua no tanque de equilibrio fica baixo o leite é adicionado, quando o
leite estava prestes a acabar no tanque de equilibrio, 4gua foi adicionada com
objetivo de empurrar o leite ainda presente na linha. Nesse procedimento o leite

entra em contato com agua antes e ao final da centrifugacdo havendo uma leve
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adicdo de agua ao leite que determinou a alteracdo do valor de crioscopia. Por isso
todos os leites apds a etapa de centrifugacdo estdo com valor de crioscopia fora da
especificacao.

Tabela 8 - Avaliagdo fisico-quimica dos leites antes da inoculagdo da estirpe P.
fluorescens 041

LC LD LDP
Andlise Média DesvPad Média DesvPad Média DesvPad
Acidez (gacidolatico o146 0,005 0,46 0,005 0,146 0,010
100 mL™)

pH 673 004 672 004 666 0,05
Crioscopia (°H) 053 0002 0525 0010 -0524 0,004
Gordura (%) 327 006 053 012 060 0,02
Proteina (%) 332 007 319 008 322 012
NPN (%) 020 007 016 001 021 0,06
NCN (%) 080 014 08 022 066 0,24

LC = Leite Cru; LD = Leite Desnatado; LDP = Leite Desnatado Pasteurizado

As amostras de leite desnatado e pasteurizado incubadas com a estirpe de P.
fluorescens 041 mantidos refrigerados a 4, 7 e 10 °C por 48 h apresentaram 0s
valores das analises fisico-quimicas mostrados na Tabela 9. Os resultados estéao
coerentes com o0s das amostras utilizados antes da inoculacdo da bactéria. As
fracdes nitrogenadas foram também analisadas para verificar se o tempo de pré-
incubacdo do leite com a bactéria psicrotrofica durante as 48 h haveria uma
protedlise detectavel pela técnica. O leite pré-incubado a 10 °C apresentou um
maior valor da fracdo NCN comparado aos pré-incubados a 4 e 7 °C, embora
também tenha havido maior desvio padrao.

Tabela 9 - Avaliagao fisico-quimica do LDP apds o periodo de pré-incubacgdo por 48
h com P. fluorescens 041

LDP+PF 4 °C LDP+PF 7 °C LDP+PF 10 °C
Analise Média DesvPad Média DesvPad Média DesvPad
Acidez (g acido latico
100 mL?) 0,142 0,009 0,146 0,005 0,146 0,005
pH 6,66 0,07 6,63 0,02 6,66 0,06
Crioscopia (°H) 0,523 0,006 -0,519 0,007 -0,525 0,006
Gordura (%) 0,38 0,14 0,50 0,00 0,60 0,00
Proteina (%) 3,14 0,23 3,15 0,18 3,26 0,09
NPN (%) 0,21 0,06 0,19 0,04 0,22 0,09
NCN (%) 0,78 0,11 0,77 0,08 0,87 0,30

LDP + PF = Leite Desnatado Pasteurizado incubado com P. fluorescens 041
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Os valores de pH e das fragcbes nitrogenadas até o tempo de pré-incubacédo
do leite utilizado como controle positivo podem ser observados na Tabela 10. Nao
houve alteracdo nos valores de pH, NPN nas amostras de leite antes da inoculacao
da bactéria psicrotréfica até o fim da pré-incubacdo e o teor de proteina foi
analisado somente no leite pasteurizado. Somente o valor de NCN da amostra pré-
incubada a 10 °C apresentou um ligeiro aumento dando indicios do inicio da
protedlise, resultado também encontrado para o leite antes da microfiltracdo que foi
pré-incubado a 10 °C.

Tabela 10 - Andlises fisico-quimicas do LDP controle positivo até as 48 horas de pré-incubacao

Amostra

LDP  LDP +PF41° LDP+PF 4 °C° LDP+PF 7 °C° LDP+PF 10 °C°
Analise
Proteina (%) 3,07 3,07 3,07 3,07 3,07
NPN (%) 0,21 0,21 0,21 0,22 0,22
NCN (%) 0,68 0,68 0,68 0,68 0,76
pH 6,68 6,68 6,70 6,66 6,66

®LDP (Leite Desnatado Pasteurizado) apds inoculacdo Pseudomonas 041

*LDP (Leite Desnatado Pasteurizado) com Pseudomonas 041 apds 48 horas pré-incubagao

6.7  Andlises fisico-quimicas do leite desnatado pasteurizado microfiltrado
6.7.1 Nitrogénio ndo proteico (NPN) e nitrogénio ndo caseinico (NCN)

A atividade proteolitica sobre a caseina foi avaliada por meio do
monitoramento das fragbes nitrogenadas do leite. O NPN e o NCN foram
quantificados durante os 30 d de andlises. O aumento dessas fracdes € indicio de
atividade proteolitica sobre as fracbes de caseina (DATTA et al. 2003 ; TOPCU et
al. 2006).

Peptideos oriundos da hidrdlise do leite pela plasmina, proteases e peptonas
sdo moléculas relativamente grandes que sao precipitadas em TCA (12%, 4%), mas
permanece soluvel durante a precipitacdo isoelétrica em pH 4,6 (ANDREWS e
ALICHANIDIS, 1983). Em contraste, os produtos da protedlise do leite por acédo de
proteases bacterianas sao peptideos menores e aminoacidos 0s quais sao sollaveis
em TCA e pH 4,6. Consequentemente, peptideos em filtrados de TCA sao
originarios de proteases microbianas, enquanto peptideos em filtrado pH 4,6 podem
ser de origem tanto de proteases microbianas quanto da plasmina (LOPEZ-
FANDINO et al. 1993; DATTA et al., 1999; DATTA e DEETH 2003). No entanto, em

temperaturas de refrigeracdo a plasmina ndo demonstrou ser significativa na
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protedlise como as proteases de uma estirpe de P. fluorescens (GUINOT-THOMAS
et al., 1994).

No leite 0 NPN representa aproximadamente 3 % da fragdo nitrogenada e os
principais componentes séo ureia, acido Urico, creatina e aminoacidos (FOX, 2009).
A exposicdo prolongada do leite a bactérias proteoliticas faz com que a fracdo de
NPN aumente em virtude da degradacédo das caseinas em peptideos, e os ultimos
em aminoacidos e compostos aminados.

N&o houve efeito significativo (P >0,05) dos coeficientes da equacao ajustada
na concentracdo de NPN entre as temperaturas de pré-incubacao do leite, somente
para o tempo de armazenamento refrigerado. Embora um comportamento
guadratico seja observado principalmente no intervalo de tempo entre 10 e 30 d, o
valor do coeficiente é muito baixo. A equacgéo ajustada (Eg. 5) a partir do modelo de
segundo grau completo pode ser observada abaixo.

NPN = 0.19 — 0,0026 x TP + 0,000089 x TP? (Eq. 5)
sendo TP = variavel tempo de estocagem a 7 °C;

TP2 = efeito quadratico do tempo de estocagem a 7 °C.
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Figura 21 — Média de NPN de trés repeticdes das amostras de leite
desnatado pasteurizado microfiltrado pré-incubadas a 4 °C (——), 7 °C
(—&—) e 10 °C (—#), monitoradas durante 30 d

Embora tenha ocorrido efeito significativo do tempo de estocagem a relacéo
nao é de linearidade como se a protedlise estivesse sido caracterizada. Pelo grafico

de dispersao (Figura 21) observasse-se uma tendéncia a valores constantes ao
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longo do tempo. Logo, o efeito da possivel protedlise em funcdo da presenca de
enzimas secretadas pela bactéria psicrotrofica utilizada no experimento néao foi
caracterizado.

O NCN representa, aproximadamente, 22% da fracdo de nitrogénio do leite e
€ constituida pelos componentes nitrogenados sollveis que engloba as proteinas do
soro e também a fracdo NPN (FOX, 2009). A protedlise primaria da caseina
contribui para o aumento de NCN em virtude da transferéncia de peptideos
hidrolisados da micela de caseina para fracdo soluvel (DATTA e DEETH, 2003). A
fracao nitrogenada NCN foi monitorada durante trinta dias como pode ser observado
na Figura 22. Houve efeito do coeficiente linear da temperatura de pré-incubacao (P
<0,05) e nenhuma influéncia do tempo de estocagem refrigerado. A equacao
ajustada (Eq. 6) com os coeficientes significativos a partir do modelo de segundo
grau completo foi:

NCN = 0,727 + 0,0086 x TR (Eq. 6)

Sendo TR = variavel temperatura de pré-incubacao;

0,88 -
0,86 - %

= o0
0,82 -

08 { - i % " n o 40C
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.
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5 10 15 20 25 30 35
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Figura 22 — Média de NCN de trés repeticdes das amostras de leite
desnatado pasteurizado microfiltrado pré-incubadas a 4 °C (——), 7 °C
(—&—) e 10 °C (—#), monitoradas durante 30 d

Os resultados mostram-se constantes ao longo do tempo, mas o leite pré-
incubado a 10 °C apresentou maiores valores ao longo do tempo. O leite desnatado
pasteurizado pré-incubado a 10 °C apresentou maior valor de NCN antes a
microfiltragéo, esse valor manteve-se constante e maior do que os valores de NCN
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dos leites pré-incubados a 4 e 7 °C. Embora nas trés temperaturas de pré-incubacédo
as contagens de micro-organismos psicrotroficos tenha sido proximas apos as 48 h,
os resultados demonstram que na pré-incubacdo a 10 °C as enzimas tiveram
atividade proteolitica provavelmente pela proximidade de sua temperatura 6tima.
Essa protedlise ndo aumentou apdés a microfiltracdo sugerindo que as enzimas
proteoliticas tenham sido removidas com célula bacteriana durante a microfiltracéo.

As concentracdes de P. fluorescens atingidas apos as 48 h de pré-incubacéo
nas temperaturas de 4, 7 e 10 °C podem nao ter sido suficiente para secrecao de
guantidades viaveis de proteases que pudessem degradar as caseinas.

No leite controle positivo a protedlise foi monitorada por meio das fracdes
nitrogenadas até o sétimo dia. A evolucédo da protedlise pela fracdo NPN pode ser
observada na Figura 23. A protedlise do leite pré-incubado a 4 °C foi retarda na
protedlise até o terceiro dia com ligeiro aumento em relacdo a tempo zero, ja as
amostras de leite pré-incubados a 7 e 10 °C apresentaram pretedlise intensa no
terceiro dia de estocagem. No quinto dia todas as amostras de leite apresentaram

protedlise intensa e aumentou até o sétimo dia.
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Figura 23 — Monitoramento do NPN da amostra leite desnatado pasteurizado
durante 7 d apés pré-incubacdo com P. fluorescens 041 a 4 °C (—), 7 °C

(—&—) e 10 °C (—#) por 48 h
O monitoramento da protedlise do leite controle, pela fracdo NCN pode ser
observado na Figura 24. Assim como no NPN, o leite pré-incubado a 4 °C
apresentou aumento da protedlise no tempo 3 d, aumentando bruscamente no
quinto dia. Ja os leites pré-incubados a 7 e 10 °C tiveram protedlise intensa no

terceiro dia com ligeiro aumento até o sétimo dia.
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Figura 24 — Monitoramento do NCN da amostra de leite desnatado
pasteurizado durante 7 d apos pré-incubacdo com P. fluorescens 041 4 °C
(——), 7°C (—&—) e 10 °C (—#) por 48 h

6.7.2 Acidez

A legislagéo estabelece que o leite tenha acidez titulavel na faixa de 0,14 a
0,18 gramas de acido latico por 100 mL de leite (BRASIL, 2011). Apesar de a acidez
ser expressa em acido latico, essa acidez chamada de acidez natural é determinada
pelos constituintes ionizaveis como fosfato, citrato, carbonato e proteinas
(CROGUENNEC et al.,, 2008). Um aumento no valor de acidez fora da faixa de
acidez natural é acidez desenvolvida, que ocorre devido a presenca de bactérias
capazes de fermentar a lactose com producdo de, principalmente, acido latico,
sendo as bactérias laticas as principais responsaveis pelo aumento de acidez no
leite.

Os valores de acidez durante os 45 d monitorados estiveram sempre dentro
da faixa de acidez natural (Figura 25), resultado esperado uma vez que o leite
microfiltrado ndo deveria desenvolver acidez. Apesar de ter ocorrido alguns pontos
de contaminacéo ao longo do tempo nos leites pré-incubados nas trés temperaturas,
o nivel de contaminacdo nao foi o suficiente para alterar a acidez fora da faixa

normal do leite.
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Figura 25 — Acidez média obtida de trés repeticdes das amostras de leite
desnatado pasteurizado microfiltrado pré-incubadas a 4 °C (——), 7 °C
(—&—) e 10 °C (—#), monitoradas durante 45 d

6.7.3 pH

O pH do leite a 20 °C varia entre 6,6 e 6,8. Logo ap0s a ordenha ele tende a
estar mais proximo de 6,6 e tem um ligeiro aumento depois de algumas h em virtude
da presenca de CO, dissolvido na fase aquosa do leite que é liberado
(CROGUENNEC et al., 2008). O resultado dos valores de pH ao longo dos 45 d

podem ser visualizados na Figura 26.

Figura 26 — pH médio obtida de trés repeticbes das amostras de leite
desnatado pasteurizado microfiltrado pré-incubadas a 4 °C (——), 7 °C
(—&—) e 10 °C (—%), monitoradas durante 45 d
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Houve uma relacédo linear entre o pH e tempo, percebeu-se um ligeiro
aumento no valor de pH com aumento do tempo de estocagem, mas sempre dentro
da faixa de pH do leite. Com esses resultados indicam que se o leite permanecer
estocado numa faixa de temperatura entre 4 a 10 °C e se 0s niveis de contaminacao
por P. fluorescens mantivessem abaixo de 5,0 x 10° UFC mL' antes da
microfiltrac&o, o leite microfiltrado ndo alteraria o valor de pH fora da faixa normal do
leite durante o tempo estocagem estudado.

No leite utilizado como controle positivo o valor de pH permaneceu constante
até o tempo 3 d para os leite pré-incubados a 7 e 10 °C, enquanto na pré-incubacao
a 4 °C o leite manteve-se com pH constante até o quinto dia (Figura 27). Os valores
de pH abaixaram bruscamente devido provavelmente a perda de capacidade

tamponante do leite afetada pela intensa protedlise.
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Figura 27 — Monitoramento do pH apds 48 h de pré-incubacédo a 4 °C (—),
7 °C (—&—) e 10 °C (—)

6.7.4 Crioscopia

A pressao osmdtica, ponto de congelamento e ponto de ebulicdo do leite é
dependente do numero de moléculas dissolvidas na fase aquosa do leite
(CROGUENNEC et al., 2008). Essas propriedades sdo correlacionadas umas as
outras. A pressao osmotica do leite € constante por que estd em equilibrio com a
pressdo osmatica do sangue durante a sintese do leite e o ponto de congelamento é
relativamente estavel permanecendo numa faixa aproximadamente constante para o
leite de conjunto (CROGUENNEC et al., 2008).
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A distribuicdo dos valores de crioscopia ao longo dos 45 d pode ser
observada na Figura 28. Ao longo do tempo os valores permaneceram estaveis.
Maiores valores no ponto de congelamento foram observados para o leite preé-
incubado a 7 °C. Essa diferenca foi causada pelos valores referentes provavelmente
a terceira repeticdo, que foram bem superiores as demais. Durante a etapa de
microfiltracdo o processo teve que ser interrompido para limpeza e ao reiniciar o
processo o leite foi um pouco diluido levando a valores de crioscopia maiores. I1sso
fez com que a média geral de crioscopia para temperatura de pré-incubacédo a 7 °C

aumentasse.

Figura 28 — Crioscopia média obtida de trés repeticdes das amsotras leite
desnatado pasteurizado microfiltrado pré-incubadas a 4 °C (——), 7 °C
(—&—) e 10 °C (—#), monitoradas durante 45 d
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7. CONCLUSAO

Os isolados de bactérias psicrotréficas proteoliticas 04A, P. fluorescens 07A e
11A apresentaram forte atividade proteolitica no leite desnatado reconstituido com
intensidade aumentando com incremento na temperatura de estocagem. O isolado
06D apresentou pouco atividade proteolitica.

O leite desnatado microfiltrado previamente inoculado com a estirpe
psicrotrofica proteolitica de P. fluorescens 041 ndo teve suas caracteristicas fisico-
guimicas alteradas durante o armazenamento por 45 d. Nao foi detectada atividade
proteolitica no leite microfiltrado durante os trinta dias de monitoramento utilizando a
técnica de eletroforese, sugerindo que a apds o tempo de pré-incubacédo nas trés
temperaturas de refrigeracdo a estirpe de P. fluorescens 041 ndo secretou enzimas
proteoliticas em concentragdo suficiente para hidrolisar a caseina do leite
microfiltrado. As fragdes nitrogenadas NPN e NCN permaneceram constantes
durante os trinta dias de monitoramento do leite microfiltrado. No entanto, para o
leite pré-incubado a 10 °C os valores de NCN ap0s as 48 h de pré-incubacéo foram
superiores aos das amostras pré-incubadas a 4 e 7 °C e, permaneceu superior
durante a avaliagéo do leite microfiltrado Esse resultado demonstra que houve uma
protedlise durante a pré-incubacdo, mas foi cessada apd6s microfiltracdo. Essa
protedlise foi atribuida a enzimas proteoliticas que estariam ligadas a P. fluorescens
041 e, que teriam sido removidas junto com a bactéria pelo processo de
microfiltragédo, por serem enzimas de membrana.

Pela observacao do gel de eletroforese do leite desnatado inoculado com P.
fluorencens 041 utilizado como controle positivo confirmou a protedlise preferencial

das fracdes Kk e B-caseina.
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8. SUGESTOES

Para pesquisas futuras algumas sugestdes podem ajudar na execucao do
trabalho. Para monitoramento da protedlise em leite desnatado seria interessante
que as proteases produzidas pela bactéria fossem quantificadas antes e
posteriormente a microfiltracéo.

O estudo com leite microfiltrado inoculado com cultura psicrotrofica
provavelmente teria resultados interessantes se o leite fosse estocado a
temperatura ambienta, mas para isso seria um envase asséptico durante a
microfiltragc&o.

Como as quatro fragcbes de caseinas tém massa molecular préximas a
técnica de eletroforese SDS-PAGE poderia ser substituida pela técnica de
eletroforese UREASE-PAGE para conseguir separacao mais nitida.

Métodos cromatogréaficos associados a equipamentos de deteccao sdo mais

recomendados e sensiveis para quantificar a protedlise do leite.
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